UNIVERSIDADE FEDERAL DE SAO CARLOS
DEPARTAMENTO DE ENGENHARIA QUIMICA
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM ENGENHARIA QUIMICA

MODELAGEM E OTIMIZACAO DA FERMENTACAO ALCOOLICA
EM BATELADA ALIMENTADA A BAIXA TEMPERATURA

Ivan Ilich Kerbauy Veloso
Orientador: Prof. Dr. Alberto Colli Badino Junior

Coorientador: Prof. Dr. Antonio José Gongalves da Cruz

Sao Carlos — SP
2019



UNIVERSIDADE FEDERAL DE SAO CARLOS
DEPARTAMENTO DE ENGENHARIA QUIMICA
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM ENGENHARIA QUIMICA

Ivan llich Kerbauy Veloso

MODELAGEM E OTIMIZACAO DA FERMENTACAO ALCOOLICA
EM BATELADA ALIMENTADA A BAIXA TEMPERATURA

Dissertacdo de Mestrado apresentada ao
Programa de POs-Graduacdo em Engenharia
Quimica da Universidade Federal de Sao
Carlos como parte dos requisitos necessarios a
obtencdo do titulo de Mestre em Engenharia
Quimica, area de concentracdo em Pesquisa e

Desenvolvimento de Processos Quimicos.

Orientador: Prof. Dr. Alberto Colli Badino Junior

Coorientador: Prof. Dr. Antonio José Gongalves da Cruz

Sao Carlos — SP
2019



MEMBROS DA BANCA EXAMINADORA DA DEFESA DE DISSERTACAO DE IVAN
ILICH KERBAUY VELOSO APRESENTADA AO PROGRAMA DE POS-
GRADUACAO EM ENGENHARIA QUIMICA DA UNIVERSIDADE FEDERAL DE
SAO CARLOS, EM 22 DE FEVEREIRO DE 2019.

BANCA EXAMINADORA:

Alberto Colli Badino Junior
Orientador, UFSCar

//\
P & J g —
. s

Antonio José Gdngalves da Cruz
Co-orientador, UFSCar

AL

AL .’\J, s STVAV:, p) L o
: Alice Medeiros de Lima
i UFSCar

Ltopy wdl Kivng,

Diego Andrade Lemos
UFTM



DEDICATORIA

Este trabalho é dedicado a minha avo
Alice Homsi Kerbauy e a minha tia

Wanda Lucia Kerbauy.



AGRADECIMENTOS

Agradeco a Deus nosso Pai, Jesus nosso mestre, e aos bons Espiritos pelo amparo e
protecdo na realizacdo de mais uma etapa em minha vida.

A todos os meus familiares pelo apoio financeiro e moral, bem como pela compreensio
de minha auséncia em alguns momentos ao longo dos dois anos de dedicacdo ao Mestrado,
especialmente a minha mae Elaine, tia Wanda e avo Alice.

A toda familia do Grupo Espirita Emmanuel, trabalhadores, frequentadores e
colaboradores, em especial aos amigos Nené, Sandra, Alan, Fernando, Vera, Yara, Sebastiéo,
Edméia, Francisco, Heloisa, André e Iraci, pelo carinho e amizade.

Aos técnicos Amadeus e Oscar pela ajuda durante o desenvolvimento da pesquisa.

Ao Prof. Dr. Alberto e ao Prof. Dr. Antonio pela confianga, ensinamento, paciéncia e
preocupacdo ndo somente com a pesquisa desenvolvida.

A todos os colegas e amigos da pos-graduacdo, Jorge, Kaio, Mateus, Diego, Taise,
Rauber, Marina, Leticia, Ricardo, Murilo, Eric, Gustavo e Juliana. Em algum momento no
decorrer do Mestrado cada uma dessas pessoas me ajudou de alguma forma, seja no
desenvolvimento da pesquisa, na descontracdo no café ou na surpresa de cada almogo, no lidar
com o trabalho em grupo ou na carona de cada dia.

A minha noiva Camila pela paciéncia, companheirismo, carinho e colaboracdo ndo
somente nessa jornada de Mestrado.

As agéncias de fomento CNPg, CAPES e FAPESP pelo apoio financeiro.

Ao Programa de Pés-graduacdo em Engenharia Quimica pelo apoio institucional.

MUITO OBRIGADOQ!



“Caminhe enquanto tendes luz (...) e aproveite a
luz do mundo para fazer luz interior.”

(Jesus)



RESUMO

VELOSO, I. I. K. Modelagem e otimizacdo da fermentacdo alcoodlica em batelada
alimentada a baixa temperatura. 2019. 88 p. Dissertacdo (Mestrado em Engenharia

Quimica). Universidade Federal de Séo Carlos, Sdo Carlos, 2019.

O efeito da inibicdo pelo produto sobre a levedura dificulta a obtengdo de vinhos com
concentracéo de etanol acima de 80,0 g.L™ (~ 10 °GL) no processo industrial de producio de
etanol comumente realizado em temperaturas proximas a 34 °C. Diminuir a temperatura do
caldo de fermentacdo é uma alternativa para se obter vinhos com maior teor de etanol. Neste
trabalho, fermentacGes em batelada foram realizadas nas temperaturas de 28, 30, 32 e 34 °C,
com concentragao inicial de substrato 180,0 g.L%, utilizando levedura industrial sob condigGes
operacionais proximas as aplicadas em destilarias brasileiras. O modelo cinético hibrido de
Andrews-Levenspiel considerando células vidveis apresentou excelente ajuste aos dados
experimentais das fermentacfes em batelada. Os pardmetros cinéticos do modelo foram
utilizados para simular e otimizar fermentacdes conduzidas em batelada alimentada em
diferentes temperaturas, resultando em descri¢bes satisfatérias dos comportamentos do
processo. Uma estratégia de otimizacdo para obter a maxima producdo possivel de etanol
baseada no pardmetro Cemax (concentracdo maxima de etanol a partir da qual cessa o
crescimento celular) do modelo de Andrews-Levenspiel proporcionou a obtencdo de
concentracdes de etanol de até 134,7 g.L* (17,1 °GL) a 28 °C com alimentagéo de 305,4 g.L*
de substrato. Uma modificacdo foi realizada no modelo de Andrews-Levenspiel, relacionando
0 parametro “n” (constante adimensional relacionada ao potencial toéxico do produto) com a
concentracéo final de etanol (Cef) no vinho, para permitir que 0 modelo pudesse descrever o
comportamento de fermentacdes em batelada alimentada com alta concentracdo de substrato na
faixa de temperatura de 28 a 34 °C. Adicionalmente, foram realizadas simulacGes com elevada
concentracdo celular inicial para avaliar a produtividade do processo. A realizacdo dos
experimentos mostrou que o modelo original apresentou limitacdes para representar condicoes
com elevada concentracdo de células do inoculo, sendo necessario um reajuste do modelo aos

dados experimentais com obtengdo de novos valores para 0s parametros cinéticos.

Palavras-chave: Fermentagcdo alcoodlica em batelada alimentada; Inibicdo pelo produto;

Fermentacdo a baixa temperatura; Modelagem e otimizacdo; Alta concentracdo de etanol.



ABSTRACT

VELOSO, I. I. K. Modeling and optimization of fed-batch ethanol fermentation at low
temperature. 2019. 88 p. Dissertation (Master in Chemical Engineering). Federal University
of S&o Carlos, Séo Carlos, 2019.

The effect of product inhibition on yeast hinders the production of wine with ethanol
concentration above 80.0 g L (=10 °GL) in the industrial ethanol production process
commonly performed at 34 °C. Lowering the fermentation temperature is a way to produce
wines with higher ethanol contents. In this work, batch fermentations were carried out at
temperatures of 28, 30, 32, and 34 °C, with initial substrate concentration of 180.0 g L™, using
industrial yeast under conditions reproducing those found in Brazilian distilleries. The
Andrews-Levenspiel hybrid kinetic model, considering viable cells, showed an excellent fit to
the experimental data. The model kinetic parameters were used to simulate and optimize fed-
batch fermentations at different temperatures, resulting in satisfactory descriptions of the
process behaviors. A new optimization strategy to obtain the maximum possible ethanol
production, based on the Cemax parameter of the Andrews-Levenspiel kinetic model (Maximum
concentration of ethanol after which cell growth ceased), provided ethanol production of up to
134.7 g Lt (17.1 °GL) at 28 °C and 305.4 g L substrate. A modification was made to the
Andrews-Levenspiel kinetic model, relating the parameter “n” (dimensionless constant related
to the toxic potential of the product) to the final ethanol concentration (Ces), in order to enable
the model to describe the behavior of fed-batch fermentations performed with high substrate
concentration and at temperatures from 28 to 34 °C. In addition, simulations were carried out
with high initial cell concentration to verify the increase of process productivity. The results
showed that the original model presented limitations to represent process behavior with high
cell concentration in the inoculum, being necessary a readjustment of the model to the

experimental data obtaining new values for the kinetic parameters.

Keywords: Fed-batch ethanol fermentation; Product inhibition; Fermentation at low
temperature; Modeling and optimization; High ethanol concentration.
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1. INTRODUCAO

As principais fontes de energia utilizadas atualmente sdo os combustiveis fosseis. No
entanto, a possibilidade de escassez e os impactos ambientais causados pela queima desses
combustiveis estimularam o desenvolvimento de fontes alternativas de energia renovaveis,
sustentaveis e ambientalmente amigaveis (CHENG, 2018). Dentre estes, o bioetanol é o
biocombustivel mais utilizado no setor de transporte, contribuindo significativamente para
reduzir as emissGes de gases de efeito estufa (MOHD AZHAR et al., 2017). Em 2017, a
producdo mundial de etanol foi de 102,0 bilhes de litros, sendo os Estados Unidos o maior
produtor (58%), seguido do Brasil (26%) (RFA, 2017).

Cerca de 85% das destilarias brasileiras realizam o processo de fermentacdo alcoodlica
em batelada alimentada em temperaturas na faixa de 30 a 34 °C, utilizando a levedura
Saccharomyces cerevisiae como microrganismo produtor de etanol (GODOY et al., 2008;
BASSO et al., 2011; DIAS et al., 2015). A fermentacdo alcodlica industrial consiste em duas
etapas. No primeiro estagio (batelada alimentada), o processo inicia com a alimentacdo de uma
suspensdo de leveduras dentro do tanque, denominado indculo ou “pé de cuba” ocupando cerca
de 30% do volume til da dorna. Em seguida, o mosto é gradualmente adicionado até completar
o0 volume da dorna. O mosto é composto por caldo de cana concentrado ou por melago diluido
com caldo de cana ou agua de modo a obter concentragdes de sélidos sollveis equivalentes a
20 °BRIX (~ 180,0 g.L* de agUcares redutores totais (ART), definidos como glicose + frutose
livres e potenciais resultantes da hidrolise da sacarose). A alimentacdo tem duracdo de 4 a6 h
(BASSO et al., 2011). Apobs a alimentacdo do tanque, o processo tem sequéncia em batelada
(segundo estagio), até o consumo total do substrato (SONEGO et al., 2018). Segundo
Thatipamala et al. (1992), efeitos inibitorios do substrato s&o observados em concentragdes
superiores a 150,0 g.L™%. O objetivo da adigdo gradual de substrato a dorna na etapa em batelada
alimentada é minimizar o efeito da inibicao do substrato na levedura e direcionar o metabolismo

microbiano para a rota de formacéo do produto de interesse (SHULER e KARGI, 2002).

Ao final da fermentacéo, obtém-se um vinho com um teor de alcool relativamente baixo
(~ 10 °GL ou % v.v'), devido a inibicdo do crescimento da levedura e da fermentagdo pelo
etanol (DIAS et al., 2015). O etanol afeta 0 metabolismo celular diminuindo a velocidade de
formagdo de produto em concentragdes acima de 40,0 g.L, com inibicdo completa do
crescimento das leveduras quando a concentragdo de etanol atinge cerca de 95,0 g.L? na
fermentacdo convencional realizada a 34 °C (AIBA et al., 1968; MAIORELLA et al., 1983).



9

Os efeitos inibitdrios sdo mais pronunciados em temperaturas mais altas, como resultado da
maior fluidez da membrana celular, o que facilita o transporte de substancias tdxicas para o
interior da célula (D’ AMORE e STEWART, 1987; PHISALAPHONG et al., 2006).

O processo de destilacdo do vinho resulta na geracdo de cerca de 11 litros de vinhaca
(principal subproduto da producéo de etanol) para cada litro de etanol produzido (DIAS et al.,
2012). O grande volume de vinhaga gerado é uma consequéncia da baixa concentracdo de etanol
no vinho, bem como o elevado consumo de vapor na destilacdo de aproximadamente 2,15 kg
de vapor por litro de etanol produzido (VICENTE, 2015). O elevado volume de vinhaca resulta
em elevados custos com o transporte desse subproduto para os canaviais, onde é utilizado como
fertilizante (BASSO et al., 2011).

Uma maneira possivel de obter um vinho com maior teor alcodlico é realizar a
fermentacao em temperaturas inferiores as utilizadas em processos convencionais. Isso aumenta
a resisténcia do microrganismo ao etanol, mas torna mais lenta a cinética da reacdo, devido a
alteracgOes fisiologicas da célula que afetam a membrana celular e as atividades enzimaticas das
reacOes bioquimicas (DEED et al., 2015). No entanto, existem beneficios na obtencdo de um
vinho com maior teor alcodlico, como o menor volume de vinhaca gerado e 0 menor consumo
de vapor durante a destilacdo (DIAS et al., 2012).

O comportamento dindmico da fermentacdo alcodlica pode ser descrito por modelos
matematicos, como proposto em varios estudos anteriores (AIBA et al., 1968; ANDREWS,
1968; LEVENSPIEL, 1980; RIVERA et al., 2006; PHISALAPHONG et al., 2006). Tais
modelos podem ajudar no desenvolvimento do processo de fermentagéo alcodlica, contribuindo
para a reducdo de custos e sendo Util na etapa de controle e otimizacdo do processo. Diversos
estudos relatados na literatura abordaram a otimizacao da fermentacédo alcoodlica, destacando o
aumento da produtividade em etanol (WANG e CHENG, 1999; HUANG et al., 2010; ROCHA
etal., 2014).

O modelo hibrido de Andrews-Levenspiel, que considera as inibi¢cdes por substrato e
produto, vem sendo amplamente utilizado para descrever o comportamento dinamico da
fermentagdo alcoolica (LEMOS et al., 2017; RODRIGUES et al., 2018b; SONEGO et al.,
2018). Recentemente, Sonego et al. (2018) realizaram a modelagem e otimizacdo da
fermentagdo alcoolica extrativa com arraste de etanol por COg, utilizando o modelo de

Andrews-Levenspiel. A partir da rotina de otimizagdo os autores encontraram os melhores
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valores da vazdo de alimentagdo do mosto e da concentragéo de etanol a partir da qual deve-se

iniciar o arraste gasoso, contornando os efeitos inibitdrios relacionados ao substrato e ao etanol.

Estudos anteriores de fermentacdo em batelada alimentada a baixa temperatura relatam
a producdo de vinhos com altas concentracGes de etanol. Aldiguier et al. (2004) realizaram
fermentac&o alcodlica em batelada alimentada com temperaturas na faixa de 27 a 39 °C, com
alimentacdo periddica de substrato, obtendo 120,4 g.L! de etanol e 4,0 g.Lth? de
produtividade em etanol a 30 °C. Quando a fermentacdo alcodlica é realizada a baixas
temperaturas, com o objetivo de obter um alto teor alcodlico, é possivel alimentar mostos com
altas concentragdes de substrato durante o processo (ALDIGUIER et al., 2004; RIVERA et al.,
2017). No entanto, ndo foram encontrados estudos sobre a otimizac¢ao da vazdo de alimentagéo
do mosto em fermentagcGes realizadas a baixas temperaturas sob condi¢cdes operacionais

préximas as aplicadas em destilarias brasileiras.

O principal desafio a ser vencido na fermentacdo alcodlica a baixa temperatura € o
aumento da produtividade. A partir da modelagem matematica da fermentacdo alcodlica em
batelada alimentada € possivel encontrar uma vazdo de alimentacdo do mosto que maximize a
produtividade do processo, contornando a inibicdo pelo substrato. Com a obtencdo de um
modelo que descreva a dindmica da fermentacdo alcodlica a baixa temperatura, pode-se realizar
simulacdes em diferentes modos de operagdo, buscando alternativas que aliem alto teor
alcodlico no vinho com valores razoaveis de produtividade em etanol. Com isso, a modelagem
do processo fermentativo de producédo de etanol em batelada alimentada a baixa temperatura é
uma ferramenta importante para 0 avanco da pesquisa e o desenvolvimento do processo,

visando o melhoramento da produgéo de etanol.
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OBJETIVOS

A presente dissertagdo de mestrado teve como objetivo estudar o efeito da reducédo da

temperatura na fermentacédo alcoolica em batelada alimentada, visando a obtencdo de vinhos

com elevado teor alcodlico, bem como realizar a modelagem do processo.

2.1.

Objetivos especificos
De modo a alcancar o objetivo proposto, foram realizadas as seguintes etapas:

Avaliacdo da fermentacdo alcodlica em batelada nas temperaturas de 28, 30, 32 e 34 °C

com concentragdo de substrato de 180,0 g.L™.

Modelagem matematica e obtencdo dos parametros cinéticos da fermentacéo alcodlica

em batelada nas temperaturas estudadas.

Emprego dos parametros cinéticos na modelagem e otimizacdo da fermentacédo
alcodlica em batelada alimentada nas temperaturas de estudo, alimentado 180,0 g.L™ de
substrato, bem como a realizacdo dos experimentos para fins de validacdo do modelo.

Modelagem, otimizacdo e validacdo experimental do processo em batelada alimentada

nas temperaturas de estudo com elevada concentracdo de substrato na alimentacao.

Simulacdo e verificacdo experimental de fermentagcfes sob condicGes para aumentar a

produtividade em etanol do processo.
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3. REVISAO BIBLIOGRAFICA
3.1.  Producéo de etanol no Brasil

No inicio da década de 1970, o Brasil importava 80% do petroleo consumido no pais.
Essa elevada dependéncia da importacdo potencializou os efeitos do primeiro choque do
petroleo em 1973, devido ao elevado pre¢o do mesmo. Com o objetivo de contornar os efeitos
da crise e reduzir a dependéncia da importagéo, o governo brasileiro incentivou a producdo de
etanol combustivel em larga escala, implementando o Programa Nacional do Alcool (Proalcool)
em 1975 (MICHELLON et al., 2008).

O etanol produzido no Brasil é utilizado principalmente como combustivel, seja como
etanol hidratado nos veiculos flex-fuel ou misturado a gasolina (etanol anidro) a fim de baratear
o0 combustivel, aumentar sua octanagem e reduzir a emissdo de poluentes. O etanol anidro

também é utilizado no pais na fabricacdo de tintas, vernizes e solventes (CONAB, 2017).

O Brasil atualmente é o segundo maior produtor mundial de etanol, ficando atras apenas
dos EUA (RFA, 2017). Na safra de 2017/18 a producdo brasileira de etanol a partir da cana-de-
acucar foi de 27,76 bilhdes de litros, sendo 11,09 bilhdes de litros de etanol anidro e 16,67
bilhGes de litros de etanol hidratado (CONAB, 2018).

O etanol pode ser produzido a partir de uma variedade de matérias-primas como cana-
de-agucar, milho, beterraba, batata, sorgo, entre outros. No Brasil, a matéria-prima que
apresenta menor impacto no custo de producdo de etanol é a cana-de-agtcar (BASSO et al.,
2011). Na safra 2017/18 cerca de 54% do total de cana-de-acUcar colhida, ou seja 342,98
milhGes de toneladas, foi destinada a producdo de etanol, sendo o estado de Sdo Paulo
responsavel por 48% desse montante (CONAB, 2018).

Na obtencdo do etanol por via fermentativa a partir da cana-de-agucar emprega-se a
levedura Saccharomyces cerevisiae devido a sua maior produtividade, adequacdo ao meio e
robustez (ATALA, 2004). Aproximadamente 70% das destilarias brasileiras sdo anexas a
instalag®es industriais produtoras de agucar e o restante sdo destilarias autbonomas (HENDLER,
2011). Nas destilarias anexas 0 mosto é composto por melaco diluido com caldo de cana-de-
acucar ou agua em proporcdes suficientes para se obter concentragdo de acgucares
fermentesciveis de 20 °BRIX (BASSO et al., 2011).
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3.2.  Processos fermentativos para producao de etanol

Muitos processos fermentativos foram desenvolvidos na década de 1950 com a evolugéo
de estudos sobre reatores. Os processos fermentativos se diferem quanto ao tipo de biorreator,
modo de adicdo do substrato e retirada de produtos. Os tipos de operacdo mais comuns em
reatores bioldgicos sdo: descontinuo, semicontinuo, descontinuo alimentado e continuo. Nesses
processos pode haver recirculacdo de células, almejando reduzir o tempo gasto em algumas
etapas, como por exemplo a preparacdo do indculo (SCHMIDELL e FACCIOTTI, 2001).

3.2.1. Fermentacdo descontinua

Conhecido como fermentacdo em batelada, esse processo é o mais utilizado na industria
alimenticia para obtencdo de bebidas e alimentos como cerveja, vinho e iogurte. Nessa
fermentacao apds inocular o meio, nada mais é adicionado a dorna, exceto solucdes reguladoras
de pH e espuma. Caracterizado por ndo haver entrada e saida de massa, durante todo o processo
0 volume reacional permanece constante (CARVALHO e SATO, 2001; SONEGO, 2016).

Dois sistemas podem ser utilizados para esse processo: sistemas de corte ou sistemas de
cultura pura (pé-de-cuba). No sistema de cortes realiza-se a primeira fermentacao dividindo o
volume do caldo em duas dornas, as quais tem seus volumes completados com mosto e
deixando fermentar até o consumo total de substrato. No sistema de pé-de-cuba utiliza-se uma

cultura pura, a qual o mosto € adicionado até completar o volume da dorna (TOSSETO, 2002).

Ao final do processo descontinuo, o meio fermentado é descarregado do reator e
destinado as outras etapas de tratamento para obtencdo do produto final. A dorna passa pelo
processo de lavagem e é carregada com mosto para a realizacdo de uma nova fermentagdo. Esse
tempo de carga, descarga e lavagem da dorna ¢ chamado “tempo morto”, referindo-se ao tempo
em que ndo ocorreu fermentacao e que € contabilizado na duragao do processo tornando-o lento
(CARVALHO e SATO, 2001; MAIORELLA, 1983).

O processo descontinuo caracteriza-se também pelos baixos rendimentos obtidos
quando ha efeitos inibitorios ou desvios do metabolismo celular gerando produtos indesejados
decorrentes da elevada concentracdo de substrato. Porém, o processo minimiza os riscos de

contaminagdo quando comparado ao processo continuo (CARVALHO e SATO, 2001).
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3.2.2. Fermentacdo descontinua alimentada

Mais conhecido como batelada alimentada, esse processo é uma variante do processo
batelada (TOSETTO, 2002). No processo 0s nutrientes sdo alimentados gradualmente no
decorrer do cultivo enquanto os produtos permanecem na dorna até o final da fermentagédo
(LESSMANN, 1993). A vazdo de alimentacdo pode variar com 0 tempo ou permanecer
constante e € estabelecida para que ao final do processo o volume (til do reator esteja completo.
A adicdo gradual de substrato na dorna objetiva minimizar os efeitos de inibicéo pelo substrato
e direcionar o metabolismo microbiano a rota metabolica de formacéo do produto de interesse
(CARVALHO e SATO, 2001).

Como o volume total do caldo aumenta durante o cultivo, as concentracdes de substrato
e de produtos ndo possuem comportamentos crescentes e constantes como na batelada,
apresentando perfis tipicos de concentracfes de substrato, produtos e volume, como observado
na Figura 1, onde te é o tempo de enchimento, tr € o tempo total de fermentac&o e Vs e Vi sdo
o0s volumes finais e iniciais, respectivamente. (CARVALHO e SATO, 2001).

Figura 1 — Perfis de substrato (S), produtos (P) e volume (V) do processo em batelada
alimentada com vazéo de alimentagao constante.

v

Vi

P,5V

Vi

Fonte: adaptado de Carvalho e Sato (2001).

No processo de producdo de etanol, ao final da fermentacdo o caldo passa pelo processo
de centrifugacdo em que ocorre a separacao das células (fermento). O vinho delevedurado segue
para a destilacdo e o fermento € reaproveitado, sendo direcionado a outra fermentacdo depois
de sofrer tratamento com 4&cido. O tratamento de leveduras com &cido promove uma

fermentacdo mais pura e o reciclo de leveduras aumenta a produtividade do processo em relagéo
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a batelada. No processo hé ainda a economia de aglcar, em decorréncia da menor reproducéao
celular e, consequentemente, elevado rendimento em etanol (TOSETTO, 2002).

Um esquema simplificado do processo de producéo de etanol em batelada alimentada é

apresentado na Figura 2.

Figura 2 — Esquema do processo fermentativo em batelada alimentada.
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Tangue de tratamento
de levedura

Fonte: adaptado de Basso et al. (2011).

3.2.3. Fermentagdo continua

No processo continuo, 0 mosto é adicionado continuamente ao reator. O sistema opera
em regime permanente (concentragdes de celulas, substrato e produtos constantes ao longo do
tempo). Para isso é necesséria a retirada do caldo a vaz&o constante e igual a de alimentagéo,
mantendo o volume Util do reator constante (FACCIOTT]I, 2001). Na producdo de etanol a
fermentacgdo continua pode ocorrer em tanques ligados em serie ou individuais e com ou sem
recirculacdo de células (SONEGO, 2016).
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Por operar em regime permanente esse processo apresenta ampla vantagem quando
comparado ao processo descontinuo, dentre elas pode-se citar a redugcdo de tempo morto e,
consequentemente, o aumento da produtividade em etanol; a obtencdo de um caldo mais
uniforme, facilitando o processo de recuperacdo do produto; manutencdo das células em um
mesmo estado fisioldgico e redugdo de mao-de-obra no processo. Em contrapartida, o processo
apresenta algumas desvantagens como ocorréncia de mutacGes genéticas espontaneas e

ocorréncia de contaminagdes, por ser um sistema aberto (FACCIOTT], 2001).

Um esquema ilustrativo do processo fermentativo em modo continuo com tanques

ligado em série e com circulagdo de células é mostrado na Figura 3.

Figura 3 — Esquema do processo continuo com tanques em série e reciclo de células.
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Fonte: adaptado de Reis (2011).

3.3.  Especificagdes do processo de producéo de etanol

Na produgéo de etanol no Brasil, 0 mosto utilizado na fermentacdo é composto de caldo
de cana concentrado (destilarias autbnomas) ou um resultado da mistura de melago e caldo de
cana-de-agucar ou agua em proporcdes adequadas para se obter uma concentracdo de agucares

fermentesciveis de 20 °BRIX (% de sélidos soltveis). O melago é um subproduto do processo
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de producdo de aglcar, composto por &gua, carboidratos fermentesciveis, compostos ndo
acucarados de origem organica e minerais (BASSO et al., 2011).

A operacdo em batelada alimentada é empregada em aproximadamente 75% das
destilarias, enquanto 25% restante operam em modo continuo, sendo utilizado o reciclo de
celulas em ambos os processos, resultando em uma elevada concentracdo celular no
fermentador (10-14% m.v'Y). A alimentac&o do mosto no processo de batelada alimentada dura
de 4 a 6 horas e o processo fermentativo pode durar de 6 a 12 horas, normalmente conduzido
em temperaturas entre 32 e 35 °C (BASSO et al., 2011).

A maioria das destilarias do Brasil controlam a temperatura do processo empregando
trocador de calor na parte externa da dorna. O meio reacional com temperatura elevada, devido
a liberacdo de 697,7 kl.kg? de glicose consumida, troca calor com a utilidade fria em um
trocador de calor de placas em circuito fechado (ALBERS et al., 2002; MAGAZONI, 2011).

Ao final do processo fermentativo obtém-se um caldo com concentracéo de etanol em
torno de 11 °GL (% v.v'), com 90-92% de eficiéncia média em relagdo ao valor tedrico
(WHEALS et al., 1999). O caldo é entdo destinado a etapa de centrifugacdo, em que as
leveduras sdo separadas do vinho. O creme de leveduras passa por um tratamento com acido
sulfurico a fim de diminuir a contaminacéo bacteriana. Apds 2 horas de tratamento, as células
sdo reinseridas na dorna dando inicio a um novo ciclo. O vinho delevedurado segue para o

processo de destilacdo para purificacdo e recuperacgéo do etanol (BASSO et al., 2011).

Na destilagdo sdo consumidos cerca de 2,16 Kguapor.Letanoi™ para obtencéo do etanol a
partir de um vinho com 10 °GL (RUIZ, 2015). Nessa etapa obtém-se o principal subproduto do
processo de producdo de etanol, a vinhaca. Este subproduto é utilizado como fertilizante nas
plantacGes de cana por possuir nutrientes como fdsforo, nitrogénio, potassio, 6xidos e sulfatos.
A cada litro de etanol produzido, sdo gerados de 10 a 15 litros de vinhaca, sendo essa elevada
quantidade atribuida ao baixo teor de etanol no vinho (SILVA e CABEDA, 2006; AMORIM et
al., 2011; BASSO et al., 2011).
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3.4. Bioquimica da fermentacéo alcodlica

A fermentacdo alcodlica é compreendida como a transformacdo de acUcares
fermentesciveis em etanol e gas carbonico pela acdo de microrganismos (LIMA e
MARCONDES, 2002). Tal processo biologico € anaerobio e ocorre no citoplasma celular, onde
encontram-se enzimas envolvidas no processo. A conversdo de agucar em etanol envolve uma
sequéncia ordenada de reacdes enzimaticas (LIMA et al., 2001), como ilustrado na Figura 4.
As enzimas que participam dessa série de reacdes sdo conhecidas como “glicoliticas” e suas
acOes podem ser influenciadas por fatores como temperatura, pH, nutrientes do meio
fermentativo, inibidores, entre outros (LIMA et al., 2001). Ao metabolizar anaerobicamente o
acucar, o microrganismo objetiva a producdo de energia na forma de ATP (Adenosina
Trifosfato) utilizada para a multiplicacdo e manutencao celular. Contudo, os produtos obtidos
através da fermentacdo alcoolica (etanol, COy, glicerol, entre outros) séo apenas excre¢ao e ndo

possuem utilidade metabdlica para a célula (LIMA et al., 2001).

Figura 4 — Via metabdlica simplificada da fermentac&o alcodlica por S. cerevisiae.
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Fonte: traduzido de Rodrigues et al. (2018b).
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Como observado na Figura 4, o etanol é formado pelas leveduras a partir de
monossacarideos (hexoses). O mosto utilizado na producéo de etanol a partir da cana-de-agucar
€ majoritariamente composto por sacarose, sendo necessario a acdo da enzima invertase para
converter a sacarose (oligossacarideo) a glicose e frutose, segundo a reacdo de hidrdlise

apresentada na Figura 5.

Figura 5 — Hidrdlise da sacarose em meio aquoso pela enzima invertase

CH,OH H,0 CH,0H
CH,0H CH,OH
0 0 E 0 oH 0. OH
OH HO OH + HO
HO 0 CH,oH Imvertase g CH,OH
OH OH OH OH
Sacarose (C,,H,,0,,) Glicose (C4H,,0q) Frutose (C4H,,04)

Fonte: acervo pessoal do autor.

A glicose e frutose formadas a partir da reacdo de hidrolise da sacarose ou ja presentes
no mosto, sdo convertidas principalmente em etanol e didéxido de carbono, na auséncia de
oxigénio, conforme a reacdo abaixo (LOPES e BORGES, 2009).

Ce¢H,,0¢ — 2C,H:OH + 2C0, + 25 cal/mol 1)

Hexose Etanol Dio6xido de carbono

As massas molares de hexose, etanol e didxido de carbono sdo 180, 42 e 44 g.mol™*,
respectivamente. Logo, pela estequiometria da reacdo, 1 mol de hexose (180 g) séo convertidos
em 2 mols de etanol (92 g) e 2 mols de didxido de carbono (88 g). A partir desses valores obtém-
se os coeficientes de rendimento tedrico de substrato a etanol (0,511 Qetanol.Qhexose ) € de
substrato a CO; (0,489 gco:.Onexose 1). NO entanto esses valores ndo sdo observados na pratica,
devido ao direcionamento do substrato a producao de glicerol, &cidos organicos e biomassa (ver
Figura 4). O valor de rendimento em etanol obtido nas destilarias est4 entre 89 e 91,5% do
tedrico (DIAS, 2015).
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3.5.  Saccharomyces cerevisiae

Pertencentes ao reino Fungi, as leveduras sdo unicelulares, eucariontes, heterotrofas e
possuem parede celular definida (FERNANDES, 2009). A levedura Saccharomyces cerevisiae
possui formato eliptico e tamanhos na faixa de 5-10 um no didmetro maior e de 1-7 um no
diametro menor (KREGER-VAN RIJ, 1987). Sua reproducdo ocorre por brotamento (ou
gemulacdo), em que a célula mae da origem a um broto (ou gémula) que cresce até que ocorra
a divisdo celular. Apds a separacdo, a célula mée fica marcada por uma cicatriz que originou a

célula filha.

A Figura 6 mostra os principais componentes da S. cerevisiae com destaque para a
membrana celular. Formada por uma bicamada fosfolipidica e proteinas, a membrana
plasmatica é uma barreira relativamente impermeavel para moléculas hidrofilicas. As proteinas
que a compdem atuam como mediadoras na captacao seletiva e/ou excrecdo de solutos (REST
et al., 1995). Alguns fatores como temperatura, oxigénio e limitacGes de nutrientes afetam a
membrana, alterando sua composi¢cdo (HUNTER e ROSE, 1972; RATLEDGE e EVANS,
1989).

Figura 6 — Principais componentes da S. cerevisiae e membrana celular.
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Fonte: adaptado de Lodishi et al. (2000) e Batista (2005).
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A funcdo da parede celular da levedura S. cerevisiae é, dentre outras, proteger a célula
contra choques mecénicos e desequilibrios osmoéticos (FLEURI e SATO, 2005). A parede
celular consiste de 30 a 40% da massa seca da célula e esta em continua mudancga e crescimento
(HOUGH e MADDOX, 1970).

3.6.  Fatores que influenciam na fermentacéo alcodlica
e Etanol

O principal componente toxico para a levedura durante a fermentacdo é o etanol
acumulado no caldo (MAIORELLA et al., 1983). Alguns fatores influenciam na sensibilidade
da levedura ao etanol, como temperatura, aeracdo e composi¢do do meio. O etanol pode agir
direta ou indiretamente sobre as propriedades da membrana plasmatica modificando a

membrana lipidica, interferindo no transporte de soluto e na acdo de enzimas (ALVES, 1996).

A toxidez do etanol afeta 0 metabolismo celular, diminuindo a velocidade de formacao
do mesmo, em concentragdes acima de 40 g.L?, chegando a inibir completamente o
crescimento das leveduras quando atinge concentragdes em torno de 95 g.L* em cultivos a
34 °C (AIBA et al., 1968; MAIORELLA et al., 1983).

e Temperatura

A temperatura afeta as rea¢fes bioquimicas da levedura, exercendo efeitos sobre o
crescimento, metabolismo e viabilidade dos microrganismos (TORIJA et al., 2003; SOUZA,
2009). A faixa de temperatura 6tima para a producdo de etanol é de 26 a 35 °C, porém com 0
aumento da temperatura, a contaminacao bacteriana é favorecida e os efeitos toxicos do etanol
aumentam, sendo a viabilidade celular afetada em temperaturas superiores a 35 °C (LIMA et
al., 2001; TORIJA et al., 2003).

Em temperaturas mais baixas obtém-se elevados rendimentos alcodlicos, no entanto a
produtividade diminui devido ao elevado tempo de fermentagdo (TORIJA et al., 2003). Além
disso, com a reducéo da temperatura ha um aumento da resisténcia da levedura ao teor final de
etanol, bem como reducéo de subprodutos do metabolismo celular, em consequéncia do menor
estresse sofrido pelas células (LORA e VENTURI, 2012).
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A toxicidade do etanol & levedura é mais acentuada conforme aumenta-se a temperatura,
em decorréncia do aumento da fluidez da membrana celular, facilitando o transporte de
substancias toxicas para o interior da célula (PHISALAPHONG et al., 2006; FERNANDES,
2008). A levedura responde ao efeito do aumento de temperatura mudando a composicao de
acidos graxos da membrana celular (WANDERLEY, 1997). Segundo Amorim et al. (1996), o
efeito tdxico do etanol é constante para a levedura S. cerevisiae na faixa de temperatura de 12

a 28 °C, sendo intensificado em temperaturas acima dessa faixa.
e Substrato

O aumento da osmolaridade externa provocada pelo excesso de substrato resulta no
estresse da levedura, provocando reducgédo do crescimento e perda de viabilidade (DIAS, 2008;
SOUZA, 2009; SCHULZ 2010). Os efeitos inibitorios sdo observados em concentracdes
superiores a 150 g.L! (THATIPAMALA et al., 1992). Para contornar esse tipo de inibicio, o
processo industrial opera em batelada alimentada, atingindo concentragfes maximas de
substrato de 70 g.L™! no processo a 34 °C (BASSO et al., 2011).

opH

O pH possui influéncia significativa na fermentacdo alcodlica, principalmente no
controle da contaminacdo bacteriana, na velocidade da fermentacdo e na formacdo de
subprodutos (AMORIM, 1996). O processo fermentativo se desenvolve em ampla faixa de pH,
sendo a faixa étima entre 4,0 e 5,5. Nos processos industriais os valores de pH geralmente ficam
entre4,5e5,5 (LIMA etal., 2001). Valores de pH muitos baixos ocasionam perdas de nutrientes
como nitrogénio e potéssio e aumentam a sensibilidade da levedura ao etanol, aos acidos
organicos e ao didxido de enxofre (GOMES, 1988).

Nas fermenta¢es industriais, a levedura separada do vinho por centrifugacao, passa por
um tratamento com acido sulfarico, mantendo o pH entre 2,0 e 3,0, a fim de reduzir a
contaminacdo bacteriana e reutiliza-la no processo (LIMA et al., 2001). Apesar de ser um
tratamento estressante para a levedura, a reducéo significativa de bactérias contaminantes, torna

0 uso de &cido vantajoso ao processo (AMORIM, 1996).
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e Contaminacao bacteriana

Microrganismos contaminantes podem se desenvolver na dorna de fermentacédo
dependendo das condicOes de operacdo do processo como temperatura, pH, concentracdo de
acucares, assepsia e preparagdo do inoculo e do mosto. Esses microrganismos competem com
a levedura pelo mesmo substrato, geram subprodutos que inibem o crescimento da levedura,
aumentam a acidez do caldo, produzem substancias que causam estresse celular como acido
latico, acido acético e biopolimeros (dextrana e levana), promovem a floculacdo das leveduras
e a formacéo de espumas (DARE, 2008; LOPES e PARAZZI, 2007; NAVES et al., 2010).

3.7.  Cinética da fermentacdo alcodlica

O estudo da cinética da fermentacdo se da a partir do tratamento de dados de
concentracdes de células, de substrato (aglcares redutores totais) e de produtos de interesse ao
longo do processo. Na fermentacdo ocorrem diversas transformacgoes ao longo do tempo, como
crescimento celular, consumo de substrato e producdo de metabolitos (HISS, 2001). O estudo
da velocidade das transformacdes observadas permite a compreensdo da influéncia de fatores
como pH, temperatura, agitacdo, inibidores, entre outros sobre a cinética da fermentacdo
(SONEGO, 2016). Além disso, o conhecimento da cinética da fermentacdo alcodlica permite
elaborar estratégias de controle e otimizacdo que visam a maximizacdo da producdo
(ANDRIETTA, 1994; DARE, 2008).

Trés possibilidades de formacdo de produtos em processos fermentativos séo
observadas: associada ao crescimento celular, parcialmente associada ao crescimento ou ndo
associada ao crescimento (BASTOS, 2010). Na formacéo de produto associada ao crescimento
(Figura 7 (a)) a geracdo de produto ocorre simultaneamente ao processo de multiplicacao
celular. Na Figura 7 (b) observa-se que a geracdo de produto inicia-se quando ainda ha
multiplicacdo celular, caracteristica da formagdo de produto parcialmente associada ao
crescimento. Na Figura 7 (c), a geracao de produto s6 tem inicio a partir do momento em que
0 crescimento celular cessa, caracterizando a formacdo de produto ndo associada ao

crescimento.
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Figura 7 — Formacéo de produto (a) associada ao crescimento, (b) parcialmente associada ao
crescimento e (¢) ndo associada ao crescimento.

CX CX CX
C Cp C Cp C Cp

-
-
-

(a) (b) (c)
Fonte: adaptado de Bastos (2010).

Luedeking e Piret (1959) propuseram um modelo para representar a cinética de

formacéo de produto, dado pela Equacéo 2.

pp= ap+ B (2)

onde pp € a velocidade especifica de formagdo de produto (ge.gxt.h), u é a velocidade
especifica de crescimento celular (h?) e a e B sdo parametros do modelo cinético associado e

ndo associado ao crescimento celular, respectivamente.

Na fermentacdo alcodlica, a formacdo de produto estd intimamente associada ao
crescimento celular (SONEGO, 2016). Logo o termo a da Equacdo 2 (associado ao
crescimento) é muito maior que o termo S (associado a quantidade de biomassa), ou seja, nesse

caso 0 segundo termo pode ser desconsiderado no modelo (BASTQOS, 2010).

A Figura 8 ilustra as concentracdes de célula (X), substrato (S) e produto (P) ao longo

do tempo num processo descontinuo (batelada).
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Figura 8 — Perfis de concentragdes de células, substrato e produto num processo descontinuo.

» Tempo

Fonte: adaptado de Hiss (2001).

A partir das curvas observadas na Figura 8, com base nos balangos de massa é possivel
obter as velocidades instantaneas de crescimento do microrganismo (X), consumo de substrato

(S) e formacdo de produto (P), dadas pelas equacdes a seguir:

dCy

— 3
Tx dt (3)
dCg
= —— 4
Ts dt (4)
dCp
__r 5
h=— 5)

3.8.  Modelos cinéticos de crescimento celular

A modelagem da fermentacdo alcoolica descreve, a partir de equacdes matematicas, a
dindmica do processo fermentativo. O uso de modelos permite, por meio de simulacdo, a analise
das interagOes entre parametros e variaveis. Além disso proporciona um melhor entendimento
do processo, sendo Util para as etapas de otimizacao e controle da fermentagdo (RIVERA et al.,
2006).
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A velocidade especifica de crescimento (u) é expressa por modelos cinéticos compostos
por equacdes matematicas que sdo funcbes da concentracdo de substrato limitante (Cs). Além
de Cs, alguns modelos sdo encontrados na literatura como fungéo da concentragéo celular (Cx)
e da concentragdo de produto (Cp). Segundo Bonomi e Schmidell (2001), os modelos cinéticos
normalmente utilizados para representar o crescimento celular na fermentacdo alcodlica, séo
classificados quanto ao nimero de componentes usados na representacdo celular (modelos
estruturados e ndo estruturados) e quanto & heterogeneidade da populagdo microbiana (modelos
segregados e nédo-segregados). A seguir, encontram-se as definicdes de cada tipo de modelo
(BONOMI e SCHMIDELL, 2001):

e Modelos estruturados: o microrganismo é descrito com maiores detalhes, considerando
componentes intracelulares estruturais, o que permite descrever o estado das células e

sua adaptacdo ao meio ambiente.

e Modelos ndo-estruturados: a biomassa € caracterizada por uma unica variavel (massa
celular ou ndmero de células), ndo considerando variacbes de componentes
intracelulares na previsdo do comportamento cinético do processo, ou seja,

desconsiderando varia¢des na estrutura celular.

e Modelos segregados: a populacdo celular é heterogénea com distribuicdo de idade,

tamanho e propriedades celulares.

e Modelos ndo-segregados: a populacdo celular é considerada homogénea, ou seja,

apresentam o mesmo comportamento.

Devido a maior complexidade e maior esforco computacional, os modelos segregados
e estruturados descrevem mais detalhadamente o comportamento cinético da fermentacao
alcodlica em relacdo aos modelos ndo-estruturados e nao-segregados (BONOMI e
SCHMIDELL, 2001). Entretanto, modelos ndo-estruturados e ndo-segregados sao 0s mais
encontrados para descrever a dindmica da fermentacdo alcoolica, em virtude do menor nimero
de varidveis envolvidas e na facilidade de obtencdo de um nimero menor de parametros
cinéticos necessarios (ANDRIETTA, 1994).

Os modelos que descrevem o comportamento dindmico da fermentacdo alcodlica
baseiam-se na determinacédo da velocidade especifica de crescimento (). Os modelos cinéticos

encontrados na literatura podem ser divididos em dois grupos: modelos livres de inibigdo e
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modelos que consideram inibigdo por substrato, células e/ou produto, apresentados a seguir

(BADINO e CRUZ, 2012).

3.8.1. Modelos sem inibicao
e Modelo de Monod (1942):

Cs

u= Hmax'm

(6)

onde umax € a velocidade especifica maxima de crescimento celular (h); Ks € a constante de

saturacdo (g.L 1) e Cs é a concentragio de substrato limitante.

O modelo de Monod serviu como base para outros modelos cinéticos de crescimento

sem inibicdo, dentre os quais se destacam o0 modelo de Moser (1958) e 0 modelo de Contois

(1959).
e Modelo de Moser (1958):

_ ¢’
U = Umax Ks + CSu

onde u € um parametro adimensional do modelo.

e Modelo de Contois (1959):

l’l - :umax Ks'CX + CS

onde Cx é a concentragéo celular (g.L™?).

3.8.2. Modelos com inibicao

()

(8)

A velocidade especifica de crescimento celular (1) pode ser afetada por diversos fatores.

Alguns modelos cinéticos consideram esses fatores como sendo a inibicdo pelo produto

formado pelas celulas, pelo substrato limitante ou ainda a inibicdo celular, quando a

concentracdo de células ¢é elevada. Encontram-se ainda na literatura modelos de inibigdo mista

que consideram dois ou mais inibidores.
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a) Inibicgéo pelo substrato
e Modelo de Andrews (1968):

Também conhecido como “modelo de Monod com inibigdo pelo substrato”, este é

considerado o modelo mais aceito para descrever a inibigédo pelo substrato.

Cs
H=HUnax— 2

C

onde Kjs é a constante de inibicio pelo substrato (g.L™).
e Modelo de Wu (1988):

Cs
U= :umax'—c-;

Ks + Cs + g (10)

onde vé um parametro adimensional do modelo.
b) Inibicéo pelo produto

¢ Modelo de Aiba — Shoda — Nagatani (1968):

Cs
.o(—Kp-Cp)
Ks+Cs & (12)

U= Umax:

onde Kp é a constante de inibicdo pelo produto (g.L™).

e Modelo de Levenspiel (1980):

_ G (;_CY
U= Umax KS + CS C;; (12)

onde n é um parametro adimensional do modelo e Cp* é a concentragdo critica de produto a

partir da qual cessa o crescimento celular (g.L™).
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e Modelo de Hoppe — Hansford (1982):

Cs  Kip
KS + CS KIP + Cp (13)

U= Umax"

onde Kyp € a constante de inibicéo pelo produto (g.L™).
c) Inibicéo celular

e Modelo de Lee — Pollard — Coulman (1983):

_ G (,_&%\"
U= Umax Ks + Cq C; (14)

onde m & um parametro adimensional do modelo e Cx* é a concentragdo critica de células a

partir da qual cessa o crescimento celular (g.L™).
d) Inibicdo mista

Alguns modelos consideram inibicdo mista envolvendo substrato/produto,
produto/células, substrato/células e substrato/células/produto. A seguir encontram-se exemplos

de modelos hibridos considerando as combinac¢des de inibicao.
e Andrews/Levenspiel:

Considera inibicao pelo substrato e pelo produto.

_ Cs Cp\"
H=Hmax =™ 2 1—F
KS+CS+K_;‘ P

(15)

e Levenspiel/Lee — Pollard — Coulman:
Considera inibi¢do pelo produto e por células.

_ G (1 Ce\" (y_G&\"
K= Hmax' e c: C; (16)
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e Andrews/Lee — Pollard — Coulman:

Considera inibicao pelo substrato e por células.

Cs (1 Cx>m
U= HWUnax— -7~ — %
C C
Ks + Cs + K_S X 7
IS
e Andrews/Lee — Pollard — Coulman/Levenspiel:
Considera inibicdo pelo substrato, por células e pelo produto.
e (-2) (%)
u= .umax'—z' A% ’ T
C C
roe @\ @ UG a®)
IS

3.9. Fermentacdo com alto teor alcodlico no vinho

Segundo Amorim et al. (2011), os beneficios da fermentacdo alcodlica com elevada
concentracdo de etanol no vinho sdo a reducdo do volume de vinhaca gerado, a reducdo no
consumo de vapor na destilacao, economia de insumos (&cido sulfurico e antibiético), economia
de &gua e reducdo do nimero de equipamentos do processo. Para a obtencdo de vinhos mais
concentrados em etanol, 0 mosto adicionado a dorna necessita ser menos diluido que o mosto
alimentado no processo convencional nas destilarias brasileiras, justificando a economia de
agua no processo. A elevada concentracdo do mosto adicionado a dorna, resulta em volumes de
trabalho menores, podendo-se trabalhar com dornas de volumes reduzidos e diminuir o nimero

de centrifugas.

Umas das alternativas para obtencdo de vinhos com elevado teor alcodlico é reduzir a
temperatura da fermentacdo, uma vez que o0 microrganismo torna-se mais resistente ao etanol
devido a alteracdes na fisiologia da membrana celular. Fermentagdes realizadas por Cruz (2015)
nas temperaturas de 25 e 32 °C mostram que as maximas concentracoes de etanol alcancadas
no processo em batelada alimentada nessas temperaturas foram de 137,0 e 124,0 g.L?,
respectivamente. Em fermentagGes conduzidas a 26 °C em batelada alimentada com
alimentacdo constante de 240,0 g.L ™ de sacarose, a autora obteve ao final da fermentagdo um
vinho com teor alcoolico elevado de 14,4 °GL. Porem, a produtividade em etanol obtida foi de
6,0 Qetanol.L1.h, devido ao elevado tempo de processo de 19 horas. Num estudo anterior,
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Aldiguier et al. (2004) obtiveram vinhos com elevado teor alcodlico de 120,4 g.L* de etanol e
produtividade de e 4,0 g.L™.h"%, operando a 30 °C em batelada alimentada, adicionando-se a

dorna pulsos de substrato ao longo do tempo.

Em média, a geragdo de vinhaga é de 11 Lyinhaca.Letano™, l0go na safra 2017/18 em que
a producéo de etanol foi de 27,76 bilhdes de litros, foram gerados aproximadamente 305 bilhes
de litros de vinhaca (CONAB, 2018). A utilizagdo da vinhaca como fertilizante apresenta
limitacGes econdmicas, como o custo de armazenamento e transporte para a lavoura que fica
em torno de R$ 7,80/m® de vinhaga (RUIZ, 2015; SILVA, GRIEBELER, BORGES, 2007).
Segundo Lopes et al. (2016), conforme o teor alcodlico do vinho aumenta, a quantidade de
vinhaca gerada é reduzida, como mostra a Tabela 1. Tomando como base a producéo de etanol
na safra de 2017/18, um vinho com 14 °GL resultaria na reducédo de 58,4 bilhGes de litros de
vinhaca, quando comparado a um vinho com 11 °GL, o que implicaria em uma economia de
R$ 455,4 milhdes.

Tabela 1 — Relacgéo do teor alcodlico no vinho com a quantidade de vinhaca gerada e o
consumo de vapor na destilagao.

Teor alcodlico no vinho  Geracéo de vinhaca Consumo de vapor

(°GL ou %v.v1) (Lvinhaca. Letanor™) (Kgvapor.Letanoi™)
10 9,4 2,16
11 8,5 1,99
12 7,7 1,85
13 7,0 1,74
14 6,4 1,61
15 59 1,52
16 54 1,46

Fonte: adaptado de Lopes et al. (2016) e Ruiz (2015).

Com o aumento do teor alcodlico no vinho, h4d uma reducdo no consumo de vapor na
etapa de destilagdo, conforme mostra a Tabela 1 (RUIZ, 2015). Assim, um vinho com teor
alcoolico de 14 °GL, resultaria na economia de 10,5 milhdes de toneladas de vapor na destilacdo
(em relacdo ao vinho com 11 °GL), podendo essa energia ser direcionada para a cogeragéo de

energia elétrica.
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3.10. Consideracdes a respeito da bibliografia

Muitos estudos avaliaram a reducdo da temperatura como principal maneira de se obter
vinhos com elevado teor alcodlico, resultando em reducdo de custos energeticos na etapa de
destilacdo e reducdo no volume de vinhaca gerado. A modelagem da fermentacao alcodlica com
elevada concentracéo de etanol no vinho também foi abordada em diversos estudos da literatura.
No entanto, sdo poucos os estudos que se referem a modelagem da fermentacao alcoolica a
baixa temperatura em condic¢Bes industriais, ou seja, fermentacdo em batelada alimentada
utilizando levedura industrial. Assim, o presente estudo teve como objetivo realizar a
modelagem da fermentacéo alcodlica em batelada alimentada em diferentes temperaturas, bem
como realizar a otimizacdo da vazdo de alimentacdo do processo, cobrindo lacunas ainda
existentes em estudos da fermentacdo alcoolica em condi¢fes industriais a baixa temperatura

visando a obtencéo de altas concentrac6es de etanol.

4. MATERIAIS E METODOS
4.1.  Microrganismo e meio de cultura

O microrganismo produtor de etanol utilizado neste estudo foi a linhagem industrial
Saccharomyces cerevisiae Y-904 na forma liofilizada, gentilmente cedida pela AB Brasil
Industria e Comércio de Alimentos Ltda. O meio de cultura, simulando melago industrial de
cana-de-acucar diluido com caldo de cana-de-agUcar, foi preparado utilizando reagentes de grau
analitico que continham os nutrientes necessarios para o crescimento celular e a producédo de
etanol. O meio de cultura teve a seguinte composicido (em g.L™ de agua destilada): sacarose
(171,0-290,0, equivalente a 180,0-305,0 acucares redutores totais, ART), KH2PO (5,60),
MgSQ4.7H20 (1,40), extrato de levedura (6,80) e ureia (5,32). O pH inicial foi ajustado em 4,6
com adicdo de solucdo de HCI 1,0 M. Os componentes KH2PO4, MgSQO4.7H20, extrato de
levedura e ureia foram aumentados em 20% nos experimentos em que a concentracdo do
substrato foi superior a 180,0 g.L™ ART.

4.2. Biorreatores

As fermentacOes em batelada (B) foram realizadas em frascos Erlenmeyer de 500 mL
com volume util de 200 mL incubados em agitador orbital (Modelo SL 221, Solab). As

fermentacOes em batelada alimentada (BA) foram realizadas em biorreator tipo torre com
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volume de trabalho de 2 L, composto por uma parte superior transparente de acrilico e uma
base encamisada (parte inferior) de aco inoxidavel, ilustrado na Figura 9. As principais
dimensdes do reator s&o: altura total (Hr=47,7 cm), altura do liquido (H_.=30,3 cm) e didmetro

interno (Di=9,2 cm).

Figura 9 — Biorreator tipo torre.

D,=9,2cm

{,_

H;=477¢cm

H, =30,3cm

Fonte: acervo pessoal do autor.

4.3. CondigGes experimentais
4.3.1. Fermentacdes em batelada

Quatro fermentagdes em batelada (B1, B2, B3 e B4) foram realizadas nas temperaturas
de 28, 30, 32 e 34 °C, respectivamente, com concentragdo inicial de substrato de 180,0 g.L* e
concentragio inicial de células viaveis (Cvxo) de 12,0 g.L™. O objetivo desses ensaios foi obter
0s parametros cinéticos do modelo utilizado para modelagem, simulacdo e otimizacdo das
fermentagdes subsequentes em batelada alimentada.

Nesses ensaios, 3,0 g de levedura (em base seca) foram previamente hidratadas em 60
mL de agua destilada, com agitacdo por 20 min a 250 rpm em agitador orbital. A porcentagem
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de células viaveis do indculo foi em torno de 75%. Um volume de 140 mL de meio de cultura
(mosto) foi adicionado ao Erlenmeyer dando inicio as fermentacfes em batelada. Amostras de
2 mL foram retiradas a cada 1 h para determinacdo das concentrac6es de etanol, substrato e de

células viaveis até o término dos ensaios caracterizados pela exaustao do substrato.

4.3.2. FermentagcOes em batelada alimentada

Primeiramente, quatro fermentacdes em batelada alimentada (BAl, BA2, BA3 e BA4)
foram realizadas nas temperaturas de 28, 30, 32 e 34 °C, respectivamente, com concentracdo
total de substrato alimentado de 180,0 g.L* e indculo com concentragdo de células viaveis
(Cvxo) de 30,0 g.L . As fermentacbes em BA tiveram o objetivo de validar o modelo e os
parametros cinéticos obtidos nas fermentagdes descontinuas, bem como servir de controle para
comparacdo com as fermentaces em BA realizadas com altas concentracfes de substrato na

alimentacdo do mosto.

Outras quatro fermentacdes em batelada alimentada (BA5, BA6, BA7 e BA8) foram
realizadas nas temperaturas de 28, 30, 32 e 34 °C, respectivamente, com Cyxo=30,0 g.L ! e altas
concentragdes de substrato, para avaliar as produtividades e as concentrac6es de etanol no vinho
ao final dos ensaios. A concentracao total de substrato alimentado (Csa) em cada experimento
foi calculada com base na concentragdo maxima de etanol (Cemax) € no coeficiente de
rendimento em etanol (Ygss) obtidos na etapa de ajuste do modelo para cada temperatura
avaliada.

A vazdo de alimentacdo (F) utilizada na fermentacdo BA4 foi calculada de modo a obter
um tempo de enchimento de 5 h, a fim de reproduzir as condi¢des convencionais comumente
empregadas nas destilarias brasileiras. A fermenta¢ao BA4 foi uma condig@o “controle”, sendo
uma referéncia para as demais condi¢des avaliadas neste estudo. Nas fermentacdes BA1-BA3

e BA5-BAS8 a vazdo de alimentacéo (F) foi definida pelo algoritmo de otimizagéo.

Por fim, foram realizadas fermentacbes em batelada alimentada com elevada
concentracdo de células viaveis do indculo e elevada concentracdo de substrato na alimentagéo
(BA9, BA10, BAl1l1 e BA12), nas temperaturas de 28, 30, 32 e 34 °C, respectivamente. Essas
fermentacOes foram realizadas para avaliar o aumento da produtividade em etanol. Foram
reproduzidas as mesmas condi¢Oes de operacdo das fermentagdes BA5-BAS8, modificando-se

apenas a concentracgéo celular do inéculo.
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A Figura 10 ilustra o esquema do aparato experimental empregado nas fermentacgdes
em BA. Nas fermentacbes BA1-BA8, uma massa de 30,0 g de levedura (base seca) foi
previamente hidratada em 0,6 L (Vo) de agua destilada (indculo correspondente a 30% v.v'Y),
sob agitacdo mecanica por 2 min, antes de ser adicionada ao biorreator. Nas fermentacdes BA9,
BA10, BA1l e BA12 foram adicionados 112, 100, 108 e 84 g de levedura (base seca),
respectivamente. A porcentagem de células viaveis do indculo foi em torno de 60% em todos
as fermentagdes em BA. O indculo ndo continha nenhum substrato ou etanol (Cso=Cg0=0,0 g.L"
). Antes de iniciar a alimentacio do mosto, a suspenséo de células foi aclimatada por 20 min
sob circulacdo promovida por bomba peristéltica (Modelo BVP, Ismatec — Bomba 2 na Figura
10) a uma vazdo de 1,0 L.min, que garantiu também a homogeneizacdo do caldo de
fermentacdo. Um volume de 1,4 L de mosto foi entdo alimentado a vazéo volumétrica constante
(F) através de bomba peristaltica (Modelo 120 U, Watson-Marlow — Bomba 3 na Figura 10),
até atingir o volume total de trabalho (2 L). Como a vazdo de alimentacdo do mosto foi
constante, o volume do caldo (V) aumentou linearmente com o tempo, conforme a Equacao
19.

V=V,+F-t (19)

onde Vo € o volume inicial (L), F é a vazdo de alimentac&o do mosto (L.h™Y) e t é o tempo (h).

Quando necessario, antiespumante comercial (Qualifoam, diluido a 30% m.m™) foi
adicionado para reduzir a formacdo excessiva de espuma. A temperatura foi controlada pela
recirculacdo da agua de um banho termostatico através da camisa do biorreator, com
monitoramento por meio de um termémetro digital (HI 147-00, Hanna Instruments). As
concentracdes de etanol e substrato (ART) foram determinadas por espectroscopia de
infravermelho médio por transformada de Fourier (FT-MIR, Fourier transform mid-infrared).
Para isso, uma sonda de fibra dptica foi imersa em uma cdmara de amostragem, através da qual
o caldo de fermentacdo foi constantemente recirculado utilizando uma bomba peristaltica
(Modelo 323 Dz, Watson-Marlow — Bomba 1 na Figura 10) a vazdo de 60,0 mL.min™.
Amostras de 5 mL foram retiradas periodicamente para determinagdo das concentracOes de

células totais e viaveis.
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Figura 10 — Esquema experimental das fermentacdes em batelada alimentada.
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Fonte: acervo pessoal do autor.

4.4.  Métodos analiticos
4.4.1. Determinacdo da concentracdo de células viaveis

Em todas as fermentacBes, as concentracGes de células vidveis (Cvx) foram
determinadas pela multiplicacdo da concentracdo celular total (Cx), obtida em base seca
(método gravimétrico), pela porcentagem de células viéveis, obtida pela contagem de células
vivas e mortas (viabilidade celular). Para determinacdo de Cx pelo método gravimétrico, as
amostras foram centrifugadas a 3720xg (9000 rpm) e 4 °C por 10 min. O precipitado foi lavado
uma vez com agua destilada e seco a 80 °C por 24 h, seguido de pesagem do sedimento seco
de modo a obter a concentracgéo total de células.

A viabilidade celular foi determinada usando o método de coloragdo com azul de
metileno (LEE et al., 1981). Uma aliquota do caldo fermentativo foi retirada do biorreator,
diluida em 1 mL de EDTA (acido etilenodiamino tetra-acético) 0,1 M, seguida de
homogeneizagdo por 1 min e deixada em descanso por mais 1 min. Em seguida adicionou-se 1
mL de solucdo de azul de metileno e citrato de sddio, homogeneizou-se por 1 min e a amostra

foi deixada em descaso por 5 min.
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Apo6s o preparo da amostra pelo método de coloragdo com azul de metileno, uma
aliquota foi colocada em uma camara de Neubauer (Bright Line, Boeco, Germany). A &rea
central da cdmara de Neubauer onde a contagem foi realizada é formada por 25 quadrados de
0,2 mm de lado, como mostra a Figura 11.

Figura 11 — Camara de Neubauer com area central destacada.
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Fonte: adaptado de Barga (2007).

O corante azul penetra nas células mortas, uma vez que a membrana celular ndo possui
mais atividade, deixando-as azuladas, enquanto as células vivas permanecem incolor.
Utilizando um microscopio optico (BX 50F-3, Olympus) foi possivel realizar a contagem de
células vivas e mortas. A Figura 12 mostra um dos quadrantes da area central da cdmara de

Neubauer, onde é possivel diferenciar as células vivas das mortas.

Figura 12 — Quadrante da cdmara de Neubauer com células vivas e mortas.
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Fonte: acervo pessoal do autor.
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4.4.2. Determinagdo das concentragdes de substrato (Cs) e etanol (Cg)

Nas fermentacGes em batelada alimentada, as concentragdes de etanol e de substrato
(ART) foram determinadas por espectroscopia FT-MIR, utilizando regressdo de minimos
quadrados parciais (PLS, do inglés partial least squares) para calibracdo multivariada, de
acordo com a metodologia proposta por Rodrigues et al. (2018a). Um espectrémetro equipado
com uma sonda de fibra Optica (ReactIR 45m, Mettler-Toledo AutoChem) foi usado para
realizar as medicdes. Os espectros foram coletados na faixa de 3000 a 15000 nm (256
varreduras por amostra, com uma resolucdo de 4,2 nm), a cada 20 minutos durante as

fermentacdes.

O software IC IR v. 4.3.35 SP1 (Mettler-Toledo AutoChem) foi usado para aquisicédo e
pré-processamento dos dados, bem como para anélise de desempenho dos modelos PLS. As
faixas espectrais usadas para obter os modelos de calibracdo foram 8970-9820 nm para etanol
e 8470-10990 nm para ART (essas regides continham as bandas de absorcéo caracteristicas dos
analitos). A calibracdo foi feita a partir dos dados das fermentacdes BA1, BA5, BA6 e BA7.

Esse conjunto de dados cobriu toda a faixa das fermentacOes realizadas neste trabalho.

Nas fermentacGes em batelada (B1-B4) e batelada alimentada usadas para calibracéo
multivariada (BA1, BA5, BA6 e BA7Y), as concentracdes de sacarose, glicose, frutose e etanol
nos sobrenadantes foram determinadas por cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC, do
inglés high performance liquid chromatography, Waters, Alliance 2695, USA), empregando
um cromatdgrafo equipado com um detector de indice de refragdo e uma coluna Sugar-Pak |
(300%6,5 mm, 10 um, Waters) operada a 80 °C. O eluente utilizado foi dgua ultrapura, com
vazdo de 0,5 mL.min. SolugBes de sacarose, glicose, frutose e etanol em concentracdes entre
0,1e 8,0 g.L* foram usadas como padrdes (RODRIGUES et al., 2018b).

4.5. Modelagem matematica

A modelagem matemética das fermentacGes em batelada e em batelada alimentada
utilizou quatro equacdes diferenciais (Equagdes 20 — 23) obtidas a partir dos balangos de massa
para células viaveis (VX), etanol (E) e substrato (S), considerando a geracdo de etanol associado
ao crescimento celular e variagdo do volume (V). Nas fermentacdes em batelada (B1-B4), a
vazdo de alimentacdo do mosto (F) foi igual a zero. As fermentacGes em batelada alimentada
(BA1-BAS) envolveram duas etapas: a alimentagao de mosto (F#0) e a etapa de batelada (F=0),

como na condig&o industrial.
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=(y—-=)- 20
dt (H V) Cvx (20)
dCs « ¢ F 1 c

ar  \sm T Lks) Ty, Yox/s H-CLyx (21)
dCE _ YE/S F

U Ty MO TV @22)
av

=t (23)

onde p é a velocidade especifica de crescimento celular (™), Cvx € a concentragéo de células
viaveis (g.L ™), Cs é a concentracéo de substrato limitante (ART, g.L 1), Ce é a concentragéo
de etanol (g.L 1), Csm é a concentracgdo de substrato no mosto (g.L™), Yvxss é o coeficiente de
rendimento de substrato a células viaveis (gvx.gs ™), e Yess é o coeficiente de rendimento de

substrato a etanol (ge.gs %).

O crescimento celular foi representado pelo modelo cinético hibrido de Andrews-
Levenspiel (ANDREWS, 1968; LEVENSPIEL, 1980), que considera a inibicdo por substrato

e produto (Equacéo 24).
Cs Ce \"
H = Hmax cZ ( CEmax) (24)
K¢ + Cs + K_IS

onde umax € velocidade especifica maxima de crescimento celular (h?), Ks é a constante de
saturacdo (g.L™?), Kis é a constante de inibicdo pelo substrato (g.L™), Cemax € a concentragéo
maxima de etanol a partir da qual cessa o crescimento celular (g.L') e n é a constante

adimensional relacionada ao potencial toxico do produto.

Nas fermentagdes em batelada, os coeficientes de rendimento de substrato a células

viaveis e etanol (Yvxss e Ygis) foram determinados usando as Equaces 25 e 26.

Cvx; — Cvxo
Yox/s = o —Cor

25
so — Csy (25)
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Cg; — Cro

Yp/s = ————
EIS ™ Cg0 — Csf

(26)
onde os subscritos "0" e "f" referem-se aos tempos inicial e final, respectivamente.

Os coeficientes de rendimento global de substrato a células viaveis e a etanol (Yvxss €

Yess) nas fermentagdes em BA foram calculados pelas seguintes equacdes:

Cvxf ’ Vf — Cyxo " Vo
w—%)@M—@fw

Yox/s = ( (27)

Vi = Vo) Csm = Cs; " Vg

Ye/s = ( (28)

onde os subscritos "0" e "f" referem-se aos tempos inicial e final, respectivamente.

4.6. Procedimento de estimativa dos parametros cinéticos

A partir dos dados experimentais e dos valores de Yess € Yvxss, 05 pardmetros cinéticos
do modelo de Andrews-Levenspiel (umax, Ks, Kis, Cemax € n) foram estimados usando o
algoritmo genético juntamente com o algoritmo de Runge-Kutta, a fim de resolver o conjunto
de equacOes diferenciais (Equacdes 20-22, considerando F=0) para cada fermentacdo em
batelada. O algoritmo utilizou o pacote “optim_ga” do software Scilab v. 6.0.1, conforme
mostrado no pseudocodigo no APENDICE I. A minimizacio da soma dos quadrados dos
residuos (SQR) foi usada como critério para encontrar o melhor ajuste entre os valores
calculados e experimentais (funcdo objetivo). Os parametros do algoritmo genético utilizado

no ajuste do modelo aos dados experimentais estdo apresentados na Tabela 2.

Tabela 2 — Parametros do algoritmo genético empregado no estudo.

Parametros do algoritmo Valores
Numero de individuos da populagéo 100
Probabilidade de cruzamento 0,7
Probabilidade de mutacéo 0,1
Numero de geracOes 20

Fonte: acervo pessoal do autor.
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4.7.  Otimizacao das fermentacdes em batelada alimentada

A fim de encontrar os valores 6timos da vazdo de alimentacdo do mosto (F) que
maximizasse a produtividade volumétrica em etanol (Pe, em g.L™.h), nas fermentacdes em
batelada alimentada BA1-BA3 e BA5-BA8 foi utilizada uma rotina de otimizacdo
computacional para maximizar a funcdo objetivo (J), definida como a produtividade
volumeétrica em etanol (Pg), calculada pela razdo entre a concentragdo de etanol no final da
fermentagdo (Cer) € o tempo total do processo (tr). O pseudocodigo do programa para
otimizacdo da vazdo de alimentacdo (F) em cultivos em batelada alimentada encontra-se no
APENDICE II.

A funcéo objetivo a ser maximizada é dada pela Equacéo 29.

J = max(Pg = Cgf/tr) (29)

A otimizacdo foi realizada utilizando um algoritmo genético (GA) que interagiu com o
ajuste da funcdo objetivo (J), ajustando a vazédo de alimentagdo do mosto (F). O procedimento
de otimizacdo foi realizado com o software Scilab (SONEGO et al., 2018). Os valores dos
parametros do algoritmo genético utilizado na solucdo do problema de otimizacdo foram os

mesmos utilizados no ajuste do modelo aos dados experimentais (Tabela 2).

A Figura 13 mostra o método utilizado para a modelagem e otimizacdo da fermentagédo
alcoolica em batelada alimentada em diferentes temperaturas com alta concentracdo de

substrato na alimentacao.
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Figura 13— Diagrama de blocos para modelagem e otimizacao das fermentacGes em batelada
alimentada a partir de parametros cinéticos estimados em batelada.
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Fonte: acervo pessoal do autor.
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S. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Fermentacdo em batelada: ajuste do modelo e determinagdo de parametros

cinéticos

A Tabela 3 mostra os valores dos parametros para as fermentacGes em batelada com
Cs0=180,0 g.L! e Cvx0=12,0 g.L. Pode-se observar que o coeficiente de rendimento em
células viaveis (Yvxis) diminuiu com o aumento da temperatura, como relatado em outros
estudos de fermentacéo alcodlica a baixa temperatura (ALDIGUIER et al., 2004). O coeficiente
de rendimento em etanol (Ygss), a constante de inibi¢do pelo substrato (Kis) e 0 pardmetro n
permaneceram constantes com a mudanga de temperatura, corroborando com a literatura
(ALDIGUIER et al., 2004; PHISALAPHONG et al., 2006).

Tabela 3 - Condigdes experimentais e parametros cinéticos das fermentacdes em batelada em
diferentes temperaturas com Cso=180,0 g.L ™.

Fermentacdes em Batelada

Parametros Bl B2 B3 B4

T (°C) 28 30 32 34

Yvxss (Qvx.gst) 0,0622+0,0021 0,0588+0,0011 0,0509+0,0002 0,0418+0,0030

Yes (ge.gs™) 0,446:0,002  0,445:0,003  0,449+0,007  0,448+0,004
pmax?® (L) 0,157+0,002  0,177#0,002  0,1950,002  0,220%0,002
Ks?(g.L™) 19,98+1,54  21,72+2,47 40,13+2,35 78,55+2,75
Kis? (g.L™) 170,0+4,7 170,747,2 170,246,3 170,5+7,5

Cemax? (ge.L ) 139,745,5 119,2+32,4 105,0+£22,6 93,8+27,8
na ) 0,125+0,037  0,122#0,032  0,12840,035  0,119+0,031
Cer (g.LY) 76,6 80,2 80,5 79,2
Pe (g.LLh7Y) 8,51 8,91 10,01 10,56
%V Xi — Y%V Xr 750-80,3  72,0-80,1 74,1792 75,1 - 78,0

2Valores estimados com 90% de confianca (teste t de Student); valores de Yvxss € Yg/s S80 expressos como média
com desvio padrao; Pe: produtividade volumétrica em etanol; %V Xi-%VXs: valores em porcentagem de células
viaveis inicial e final, respectivamente.

Fonte: acervo pessoal do autor.
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Os parametros umax, Cemax € Ks foram dependentes da temperatura. Para cada parametro

foi ajustada uma equacéo com altos coeficientes de correlagdo (R mostrados na Tabela 4.

Tabela 4 — Equaces ajustadas para pumax, Cemax € Ks em fungéo da temperatura.

Parametros Equacéo R?
pmax (NY) (4,05 + 1,14) - 10° - e—(5139,19i161,01)-ﬁ 0,997

Cemax (g.L-l) (138,45 + 1,68) e—(1,88i0,11)-(T(062-)8—28) 0,991
Ks@@LH (14,35 + 1,92) - 720 (25 ) 0,98

Fonte: acervo pessoal do autor.

A constante de saturacdo (Ks), também conhecida como constante de afinidade,
aumentou com o0 aumento da temperatura, mesma tendéncia observada para outros
microrganismos em diferentes estudos (KNOWLES et al., 1965; TOPIWALA e SINCLAIR,
1971; WESTERMANN et al., 1989). Valores baixos de Ks indicam alta afinidade da levedura
pelo substrato. Westermann et al. (1989) estudaram o efeito da temperatura na afinidade de
Methanosarcina barkeri por acetato e hidrogénio e atribuiram maior afinidade do
microrganismo pelo substrato a maior capacidade das enzimas de se ligar ao substrato quando

a temperatura é reduzida.

Valores mais baixos de Cemax foram observados com o aumento de temperatura, devido
a maior sensibilidade da levedura ao etanol em temperaturas mais altas, resultante do aumento
da fluidez da membrana celular (PHISALAPHONG et al., 2006; DEED et al., 2015). Efeito
oposto foi observado para a velocidade especifica maxima de crescimento celular (umax), que
aumentou exponencialmente com a temperatura de acordo com a equacao de Arrhenius, como
observado em outros estudos (RIVERA et al., 2006; DAI et al., 2013). O ajuste da equacao de
Arrhenius aos dados experimentais de pumax em fungdo da temperatura (Tabela 4) resultou em
uma energia de ativagio para o crescimento de leveduras de 10,19 kcal.mol, valor dentro da
faixa encontrada na literatura (10-20 kcal.mol ™) (SHULER e KARGI, 2002).

A Figura 14 (a)—(d) mostra os dados de concentracdes de substrato (Cs), etanol (Cg) e
células viaveis (Cvx) ao longo do tempo, nas fermentagdes em batelada realizadas a 28, 30, 32
e 34 °C (B1, B2, B3 e B4, respectivamente). A comparacdo entre os dados simulados e
experimentais mostrou que para todas as temperaturas estudadas o modelo forneceu excelentes

ajustes aos dados experimentais.
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Figura 14 — Valores simulados (-) e experimentais (simbolos) de concentracdo de substrato
ao longo das fermentagOes em batelada: (a) B1 (28 °C), (b) B2 (30 °C), (c) B3 (32 °C) e (d)
B4 (34 °C). As barras verticais representam o desvio padrdo da média para cada ponto.
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Fonte: acervo pessoal do autor.

5.2. Fermentacgdes em batelada alimentada: validacdo da modelagem

Os parametros cineticos obtidos nas fermentacGes descontinuas (Tabela 3) foram
utilizados em uma rotina de otimizacgao para determinar os valores das vazdes de alimentacao
do mosto (F) que maximizariam as produtividades volumétricas em etanol (Pg, em g.L2.h?). O
valor de F na fermentacio em batelada alimentada a 34 °C (BA4) foi fixado em 0,280 L.h%, a

fim de reproduzir as condigdes utilizadas na inddstria (BASSO et al., 2011).
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Os valores de F nas fermentagdes BA1, BA2, BA3 e BA4 conduzidas a 28, 30, 32 e
34 °C, respectivamente, foram empregados em conjunto com 0s pardmetros cinéticos obtidos
nas fermentacbes em batelada (Tabela 3), a fim de simular os comportamentos das
fermentagGes em BA com Cvxo=30,0 g.L™* e Csa=180,0 g.L™* (concentragéo total de substrato
alimentado) para cada temperatura. Como o volume de mosto alimentado foi de 1,4 L (70% do
volume Util), o tempo de enchimento (te em h) pode ser calculado a partir da vazdo de

alimentacdo do mosto (F) pela relacdo te=1,4/F.

Na etapa seguinte, as fermentacGes em BA foram realizadas para validar a modelagem
matematica. A Tabela 5 contém os valores de F das fermentages, bem como os principais
resultados obtidos.

Tabela 5 — Principais informagces dos cultivos em batelada alimentada com Csa=180 g.L L.

FermentacOes em Batelada Alimentada

Parametros BA1 BA2 BA3 BA4*

T (°C) 28 30 32 34
F(L.h?) 0,179 0,227 0,258 0,280
te (h) 7,82 6,17 5,42 5,00

Yvxis (Qvx.gs™) 0,0598+0,0028 0,0553+0,0023 0,0456+0,0002 0,0381+0,0018

Yes (ge.gs™?) 0,455:0,006  0,452+0,008  0,447+0,005  0,458+0,002
Cef (ge.LY) 82,0 82,1 80,5 81,2
Cef (°GL) 10,4 10,4 10,2 10,3
Pe (ge.L1hY) 7,94 8,49 9,29 10,15

%V Xi — %V Xt 582-729  585-69,3 57,2 68,0 59,0 - 61,0

*Fermentacdo convencional conduzida em condi¢6es industriais, utilizada como comparagdo com as demais
fermentacd@es; valores de Yvxs € Yg/s S80 expressos como média com desvio padrdo; Pe: produtividade volumétrica
em etanol; %VXi—%VXs: valores em porcentagem de células viaveis inicial e final, respectivamente.

Fonte: acervo pessoal do autor.

A Figura 15 (a)-(d) mostra a comparacdo dos valores experimentais (simbolos) e
simulados (linhas) de Cs, Cvx e Ce obtidos nas fermentacdes em BA a 28, 30, 32 e 34 °C. O
modelo proposto foi capaz de predizer satisfatoriamente o comportamento das fermentacoes
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em BA em biorreator de 2 L, utilizando os parametros cinéticos obtidos a partir de cultivos em

batelada realizados em menor escala (200 mL).

Figura 15 — Valores simulados () e experimentais (simbolos) de concentracGes de substrato
(Cs), etanol (Ck) e células viaveis (Cvx) ao longo das fermentagdes BAl, BA2, BA3 e BA4 a
(a) 28 °C, (b) 30 °C, (c) 32 °C e (d) 34 °C, respectivamente, com Csa=180,0 g.L%. As barras

verticais representam o desvio padrdo da média para cada ponto.
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Fonte: acervo pessoal do autor.
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Os resultados (fermentacbes BA1-BA4) foram utilizados como referéncia para

avaliacdo da producdo de etanol (concentragdes finais de etanol, Cgs) e produtividades em

etanol (Pg, em g.L%.h"?) nas fermentacdes subsequentes em batelada alimentada (BA5-BAS)

realizadas com altas concentragdes de substrato.
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Salienta-se que as vazdes de alimentacdo do mosto (F) obtidas pela rotina de otimizagao
(Tabela 5) foram suficientes para manter as concentra¢cdes maximas de substrato no caldo bem
abaixo de 150,0 g.L™* (ver Figura 15), valor em que a inibicio pelo substrato é mais
pronunciada (THATIPAMALA et al., 1992). Logo, os valores otimizados de F evitaram a

inibicdo pelo substrato maximizando a produtividade em etanol (Pg, em g.L1.h').

A técnica FT-MIR utilizada para obtengdo de Cs e Ce (Figura 15) foi fundamental para
determinar o exato momento de término das fermentacbes (tr), utilizado no calculo da
produtividade em etanol (Pe), uma vez que os dados foram adquiridos a cada 20 min. Nas
fermentagdes em batelada (Figura 14), ndo foi possivel obter um tempo final de fermentagéo
preciso, j& que as amostras foram retiradas a cada 1 h para analise por cromatografia (método
off-line).

A Tabela 5 mostra os valores de Yess e Yvxss utilizados na modelagem das fermentagdes
em batelada alimentada. Os coeficientes de rendimento de substrato a etanol e a células vidveis
ndo foram expressivamente diferentes dos valores obtidos nas fermentacGes em batelada. As
concentrages finais de etanol (Ces) obtidas nas fermentacdes em batelada (B1-B4) e batelada
alimentada (BA1-BA4) com Csa=180 g.L™! variaram dentro de uma faixa estreita (76,6-82,0
g.L ou 9,7-10,4 °GL).

O critério estatistico de desvio padrdo residual (RSD, do inglés residual standard
deviation) proposto por Cleran et al. (1991) foi usado para fornecer uma avaliagdo mais rigorosa
da qualidade de predicdo do modelo (RIVERA et al., 2017). O RSD é definido pela seguinte

equacao:

\/Nipzjy;(cexp(tj) - Csim(tj))z (30)
= x 100

RSD (%) =
Cexp

onde Cexp(tj) € a concentracdo experimental de células viaveis, de substrato, ou de etanol no

tempo tj; Csim(tj) € a concentragéo prevista pelo modelo no tempo tj; C,,, é a média das

concentragdes experimentais e Np € 0 niUmero de pontos experimentais.



51

A Figura 16 mostra os valores de RSD obtidos na avaliacdo da qualidade de predicédo
do modelo para Cvx, Cs e Ce nas fermentaces em batelada alimentada com Csa=180,0 g.L*
(BA1-BA4). Os baixos valores de RSD, nas faixas de 6,4-11,7% para o substrato (S), 1,2—
5,7% para células viaveis (VX) e 4,0-7,7% para etanol (E), comprovam que o modelo foi capaz
de descrever satisfatoriamente o comportamento do processo na faixa de temperatura estudada.
Esses resultados mostram que os pardmetros cinéticos podem ser usados para representar
diferentes modos de operacdo do processo, como observado em outros trabalhos encontrados
na literatura (WESTERMANN et al., 1989; HUANG et al., 2010; KARAPATSIA et al., 2016;
RIVERA et al., 2017).

Figura 16 — Valores de RSD obtidos para predicdo do modelo aplicado nas fermentac6es

BA1-BA4.
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Fonte: acervo pessoal do autor.

O uso de células viaveis (VX) na modelagem contribuiu para a excelente predi¢do do
modelo, uma vez que apenas células viaveis consomem substrato e produzem etanol. Cabe
salientar que uma tentativa de modelagem considerando a concentracdo de células totais (Cx)
foi realizada. No entanto, 0 modelo nédo foi capaz de descrever o comportamento dinamico das
fermentacdes em BA, como mostrado pelos altos valores de RSD apresentados na Tabela 6.
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Tabela 6 — Valores de RSD obtidos para predi¢cdo do modelo aplicado nas fermentacfes em
batelada alimentada BA1-BAA4, utilizando células totais.

Valores de RSD para cada concentracéo

Fermentacéo Cx (%) Cs (%) Ce (%)
BA1l 6,27 63,73 24,42
BA2 7,75 65,52 30,11
BA3 5,4 38,77 16,94
BA4 4,4 47,26 8,89

Fonte: acervo pessoal do autor.

Como os parédmetros puderam ser correlacionados com a temperatura, as equacgdes da
Tabela 4 foram acopladas ao modelo na rotina de otimizacdo, a fim de encontrar os valores
Otimos de temperatura e vazao de alimentacdo que maximizassem a produtividade em etanol.
Os resultados obtidos foram T=29,32 °C e F=0,220 L.h'X. Esta condi¢&o operacional é muito
préxima aquela realizada experimentalmente na fermentacdo BA2 (Figura 15-(b)). No entanto,
os dados experimentais da fermentacdo BA4 (34 °C e F=0,280 L.h'!) mostraram que esta
condigdo operacional proporcionou a maior produtividade (10,15 g.L.h?). Os resultados
obtidos pela otimizacdo ndo indicaram a temperatura de 34 °C como 6tima. A razdo é que o
modelo ndo previu com precisdo o final da fermentacdo nesta temperatura, valor usado para
calcular a produtividade em etanol. Como pode ser visto na Figura 15—(d), os valores simulados
da concentracdo de substrato foram superiores que os valores experimentais no final da
fermentaco. E importante ressaltar que 0s mesmos parametros estimados nas fermentacdes em
batelada foram utilizados para simular as fermentagdes BA1-BA4. O resultado poderia ser mais
preciso se um novo procedimento de ajuste de parametros fosse realizado usando os dados
experimentais das fermentacdes em batelada alimentada. No entanto, o objetivo do presente
trabalho foi, entre outros, modelar as fermentacbes em batelada alimentada utilizando os

parametros cinéticos obtidos a partir de fermentacdes em batelada.
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5.3. Otimizacao da fermentacdo em batelada alimentada com alta concentragéo de
substrato

O modelo de Andrews-Levenspiel previu nas diferentes temperaturas as concentracfes
méaximas de etanol que a levedura pode tolerar antes de cessar o crescimento celular (Cemax).
Esta € uma caracteristica util do modelo, uma vez que Cemax € um valor previsto extrapolado
que se situa fora do intervalo experimental de concentracdo de etanol obtido nas fermentacdes.
Os valores de Cemax estimados para a faixa de temperatura 28-34 °C s&o mostrados na Tabela
3. Outros estudos experimentais buscam obter esses valores realizando fermentacfes longas
com vaérias adigbes de substrato ou com a adicdo de etanol ao caldo de fermentacédo
(LEVENSPIEL, 1980; D’AMORE e STEWART, 1987).

As etapas a seguir foram realizadas para definir as condicGes operacionais das
fermentacdes com altas concentracfes de substrato visando a obtencdo de vinhos altamente

concentrados em etanol:

i) Calcular os valores de concentracgdo total de substrato alimentado (Csa), com base nos

valores de Cemax € Ye/s obtidos na etapa de modelagem.

ii) Obter por otimizacdo os valores das vazdes de alimentacdo do mosto (F) que

maximizam a produtividade em etanol, para cada condicdo de temperatura e Csa.

Iii) Realizar fermentagbes em BA com alta concentracdo de substrato no mosto
(Csm=Csa/0,70, com o0 mosto representando 70% do volume de trabalho), a fim de

validar a otimizacéao.

Os parametros cinéticos do modelo (Tabela 3) foram utilizados para obter os valores
otimizados de F e simular as fermentacGes em BA com altas concentragdes de substrato. Para
cada temperatura, um valor de Csa foi calculado para obter a concentracdo méaxima de etanol
(Cemax) estimada na etapa de ajuste do modelo (fermentagdes em batelada). Os valores
simulados de Cs, Cvx e Ce nas fermentagbes BA5-BAS8 obtidos utilizando os pardmetros
cinéticos da Tabela 3, mostraram que o modelo ndo foi capaz de descrever bem o
comportamento dinamico do processo. Valores elevados de RSD foram observados para

substrato (S), células viaveis (VX) e etanol (E), mostrados na Tabela 7.
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Tabela 7 — Valores de RSD obtidos para predi¢cdo do modelo aplicado nas fermentacfes em
batelada alimentada BA5-BAS.

Valores de RSD para cada concentracéo

Fermentacdo  Cvx (%) Cs (%) Ce (%)
BAS5 11,19 92,78 31,46
BAG6 7,14 63,57 25,81
BA7 5,98 68,29 13,57
BAS8 3,72 14,47 51,66

Fonte: acervo pessoal do autor.

Uma andlise de sensibilidade do pardmetro “n” mostrou que os valores simulados se
aproximaram dos experimentais. Este efeito pode ser observado nas figuras no APENDICE
111 que mostram os ajustes do modelo aos dados experimentais de concentracao de substrato ao
longo do tempo para as fermentacbes BA5-BA8 para diferentes valores do parametro “n”.
Segundo Levenspiel (1980), “n” é um parametro empirico cuja funcdo é apenas dar peso a
inibicdo pelo produto. Diante do observado, novos ajustes do modelo foram realizados fixando-
se 0S parametros pmax, Ks, Kis € Cemax (Uma vez que estes demonstraram depender somente da
temperatura) e alterando apenas o valor do parametro “n”. Este Gltimo apresentou variacdes
significativas, sugerindo uma relacdo deste parametro com a quantidade de substrato
alimentado (Csa) e, portanto, com a quantidade de etanol produzido (Cef). A Tabela 8 mostra
as condicOes experimentais das fermentacdes BA5-BAS8 com alta concentracdo de substrato no
mosto, bem como os valores reestimados do parametro “n” e os principais resultados obtidos

nas fermentacoes.
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Tabela 8 — Condicdes experimentais e principais resultados obtidos nas fermentagdes em
batelada alimentada com elevada concentracdo de substrato na alimentacao.

Fermentacdes em Batelada Alimentada com elevada Csa

Parametros BAS BAG BA7 BAS8
T (°C) 28 30 32 34
Csa (gs.L%) 305,4 262,6 234,2 207,4
F(L.h?) 0,109 0,155 0,227 0,280
te (h) 12,84 9,03 6,17 5,00

Yvxs (Qux.gs)  0,0416+0,0045 0,0452+0,0011 0,0443+0,0012 0,0364+0,0011

Yes (ge.gs™) 0,442+0,002  0,445:0,006  0,443+0,001  0,44620,008
ne ) 0,889+ 0,018  0,551+0,018  0,38440,023  0,211+0,029
Cef (ge.L ) 134,7 1155 1038 92,2
Cer (°GL) 17,1 14,6 13,2 11,7
Pe (ge.Lt.h) 4,99 6,79 8,19 8,93
At (%) 64,4 42,1 29,0 13,6
Y%V Xi — %V X 596864  62,8-755 59,9 — 76,2 60,0 — 65,4

2Valores estimados com 90% de confianca (teste t de Student); valores de Yvxss € Yeis S80 expressos como média
com desvio padrdo; Pe: produtividade volumétrica em etanol; Ae: aumento percentual de etanol no caldo em
relagdo & condicéo convencional aplicada nas destilarias brasileiras (BA4); %V Xi—%V Xs: valores em porcentagem
de células vidveis inicial e final, respectivamente.

Fonte: acervo pessoal do autor.

Como “n” € um parametro do modelo cinético de Andrews-Levenspiel associado ao
termo de inibicdo do produto, foi investigada sua relacdo com a concentracgdo de etanol no vinho
ao final das fermentages. Os diferentes valores de “n” apresentaram relacdo com valores finais
correspondentes de concentragdo de etanol (Cer=Yeis'Csa). O modelo representado pela

Equagcao 31 apresentou excelente ajuste com R?=0,990.

)3,56i0,22

n = (0,143 + 0,014) - (goif)

(para Ce>80,0 g.L?) (31)

O efeito inibitdrio do etanol € mais pronunciado em vinhos com alto teor alcodlico e o

pardmetro “n” considera esse efeito no modelo cinético. Segundo Levenspiel (1980), quanto
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menor o valor de “n”, menos pronunciada € a inibicdo pelo produto, corroborando com o0s
resultados encontrados no presente estudo. Portanto, o valor de “n” obtido nas fermentacOes
com baixa concentracio de etanol no caldo (até 80,0 g.L™ ~ 10 °GL) no pode ser usado para
simular processos com alta concentragdo de etanol, uma vez que o efeito inibitério do etanol é
mais pronunciado apenas em altas concentracdes. A correlacdo proposta permite o célculo do
valor de “n” a partir de concentragdes finais de etanol no caldo na faixa de 80,0-135,0 g.L*
(10-17 °GL), obtido com base na concentracdo do substrato alimentado e no coeficiente de

rendimento de substrato a etanol (Yess).

O conhecimento dos efeitos da temperatura e das altas concentracdes de etanol nos
parametros cinéticos permite o uso do modelo em simulagdes para predizer o comportamento
dindmico do processo em diferentes modos de operacgdo, sendo Util na analise e na melhoria de
desempenho da fermentacdo alcodlica. Os novos valores do parametro “n” foram utilizados
para recalcular valores 6timos de F que maximizaram a produtividade em etanol. Entretanto, os
valores de F obtidos ndo mostraram diferencgas significativas, provavelmente porque “n” é um
parametro relacionado a inibicdo do produto (etanol), enquanto F esta relacionado ao estagio

do processo no qual a inibicdo do substrato é mais pronunciada.

O parametro Ygs ndo apresentou variagdo significativa com valores de
aproximadamente 0,440 ge.gst, mostrando que mesmo com o aumento da concentragdo de
substrato e a alta concentracdo de etanol, a conversao do substrato a etanol ndo foi afetada. No
entanto, foi observada uma variagdo nos valores de Yvxss nas fermentacbes com concentraces
totais de substrato alimentado (Csa) superiores a 235,0 g.L, BA5 e BA6 em relacdo a BA1l e
BA2, respectivamente. A diminuigdo de Yvx;s pode ser atribuida as condigdes estressantes a
que o microrganismo foi exposto nesses experimentos. Comportamento semelhante foi relatado
por Atala et al. (2001) e foi atribuido as condicGes de cultivo, incluindo alta concentracédo de
etanol e forcas de atrito promovida pela bomba utilizada no reciclo das células. Também foi
observado que nas fermentacdes em que as células de levedura foram submetidas a condicdes
de estresse (BA5-BAS8), o coeficiente de rendimento de substrato a células viaveis foi proximo

a 0,040 gvx.gs ™.

A Figura 17 (a)—(d) mostra a variagdo com o tempo das concentra¢des experimentais e
simuladas de Cvx, Cs e Ce a 28, 30, 32 e 34 °C nas fermentacGes com altas concentracdes de
substrato e Cvx0=30,0 g.L* (BA5, BA6, BA7 e BAS8). Pode-se observar que o modelo

apresentou bom ajuste aos dados experimentais, mostrando que a modelagem melhorada,
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considerando a dependéncia do pardmetro “n” com a concentracdo final de etanol (Ces) e,
portanto, com a quantidade de substrato alimentado (Csa), foi eficaz para descrever o

comportamento das fermentacdes em BA com altas concentracdes de substrato.

Figura 17 — Valores de concentracfes simuladas (-) e experimentais (simbolos) de substrato
(Cs), etanol (Ck) e células viaveis (Cvx) ao longo das fermentagfes em BA com alta
concentragéo de substrato: (a) BA5 (28 °C, Csa=305,4 g.L 1), (b) BA6 (30 °C,
Csa=262,6 g.L 1), (c) BA7 (32 °C, Csa=234,2 g.L 1), e (d) BA8 (34 °C, Csp=207,4 g.L%). As
barras verticais representam o desvio padrdo da média para cada ponto.
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Mesmo com a alimentagao de altas concentracdes de substrato (305,4-207,4 g.L™Y), os
valores de F na faixa de 0,109 a 0,280 L.h! obtidos na otimizacdo de fermentagGes em BA nas
temperaturas de 28 °C (BA5) a 34 °C (BAS8) foram suficientes para que a concentracdo de

substrato no caldo permanecesse abaixo de 150,0 g.L™. Isso evitou a inibi¢do do substrato e

demonstrou o sucesso do uso do algoritmo genético na otimizagdo do processo.

A Tabela 8 mostra as produtividades em etanol e os aumentos percentuais da producéo

de etanol (Ag) das fermentacGes BA5-BAS8 com altas concentracdes de substrato, em relacéo a

fermentacdo BA4 (condicdo convencional aplicada nas destilarias brasileiras). Um aumento de

até 64,4% na producéo de etanol em BA5 (28 °C e Csa=305,4 g.L ™), em relacéo a condicéo
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convencional aplicada nas destilarias brasileiras (BA4: 34 °C e Csa=180,0 g.L?) foi possivel
devido ao aumento da resisténcia da levedura ao etanol, promovida pela redugdo da
temperatura, dificultando o transporte de substancias toxicas para o interior das células
(D’AMORE e STEWART, 1987; PHISALAPHONG et al., 2006). O alto teor de etanol no
caldo (17,1 °GL) corresponde a uma reducao de 0,70 Kgvapor. Letanoi* NO estagio de destilagdo em
relacdo ao vinho com teor de alcool de 10 °GL (fermentacdo convencional, BA4), o que
representa uma economia de energia de 27% (LOPES et al., 2016) e uma reducdo de 4,0
Lvinhaca.Letanot™, a@proximadamente 36% (SONEGO et al., 2018). A vinhaca é usada como
fertilizante em plantacGes de cana-de-acucar (AMORIM et al., 2011; BASSO et al., 2011),
embora haja limitagdes ambientais, pois as aplicagdes podem exceder a capacidade do solo de
reter ions, bem como restrigdes econdmicas, como 0s custos de armazenamento e transporte
para as planta¢es (SONEGO et al., 2018).

Na fermentacdo BAS5, o consumo completo do substrato ocorreu apés 27 h de
fermentac&o, afetando a produtividade em etanol (4,99 g.L.h %, Tabela 8). Uma maneira de
aumentar a produtividade em etanol (Pe) do processo é aumentar a concentracdo inicial de
celulas (inoculo). Outra maneira de se aumentar Pe € extrair etanol do processo & medida que o
mesmo é produzido, diminuindo assim o efeito inibitério, como relatado em varios estudos
(TAYLOR et al., 2010; DIAS et al., 2012; SONEGO et al., 2014; LEMOS et al., 2017;
RODRIGUES et al., 2018b). Ainda, em um trabalho recente, Cruz et al. (2018) mostraram que
a baixa Pe na fermentacdo realizada a 24 °C pode ser substancialmente aumentada pela

adaptacdo das células de levedura a 4 °C.

Como a modelagem foi capaz de representar com precisdo 0s comportamentos das
fermentagcdes em batelada e batelada alimentada, simulagdes foram realizadas variando a
concentracdo inicial de células vidveis (Cvxo) e alimentando a mesma quantidade de substrato
(Csa) das fermentacdes BAS a BA8 (28 a 34 °C). As simulagdes objetivaram o restabelecimento
dos niveis de produtividade em etanol (Pe) obtidos nas fermentacdes com Csa=180,0 g.L™*
(BA1-BA4). Os valores de Cvxo encontrados nas simulagfes das fermentagbes em BA a 28,
30, 32 e 34 °C foram 60,0, 45,0, 40,0 e 37,0 g.L}, respectivamente. As produtividades obtidas
pela simulacdo foram de 6,09, 8,80, 9,09 e 10,01 g.Lt.h? para 28, 30, 32 e 34 °C,
respectivamente, mostrando que a diminuicdo da Pe devido a alta concentracdo de substrato e
baixa temperatura poderia ser reestabelecida pelo aumentando a carga inicial de células viaveis

(inéculo) no processo.
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5.4. Fermentac¢BGes com aumento da concentracdo inicial de células viaveis (Cvxo)

Inicialmente foi realizado o cultivo a 34 °C, com Csa=207,0 g.L. e Cyxo =37 g.L " a
fim de validar a simulagio. Para se atingir uma produtividade de 10,0 g.LY.h, o substrato
deveria ser totalmente consumido em aproximadamente 9 h de fermentagéo, de acordo com a
simulaco. No entanto, isso ndo foi observado. A adi¢do de 37 g.L* de células viaveis ndo foi
suficiente para aumentar a velocidade de consumo de substrato, sendo o tempo final de
fermentacéo de 10 h, mantendo a produtividade em torno de 8,9 g.L™.h! (a mesma observada

na fermentacdo BAS).

Assim, como o0 modelo ndo representou fielmente o processo a 34 °C com o aumento
de células viaveis, foi intuitivo considerar que os resultados simulados para as demais
temperaturas também ndo representariam a dindmica do processo. Decidiu-se entdo aumentar
o valor inicial de células viaveis para avaliar os efeitos nas produtividades. O valor maximo de
Cvxo foi de 65,5 g.L ™! (Cx0=110 g.L™%), valor proximo do utilizado nas destilarias (WHEALS,
1999). As condigdes de cada experimento estdo apresentadas na Tabela 9.

Observa-se na Tabela 9 que o aumento da concentracao celular do inéculo promoveu
aumentos nas produtividades em etanol (Pe), conforme esperado. No entanto, 0 modelo previu
que para reestabelecer as produtividades apresentadas na Tabela 5 (fermentacGes BA1-BA4)
seriam necessarios 60,0, 45,0, 40,0 e 37,0 g.L ! para 28, 30, 32 e 34 ° C, respectivamente.
Portanto, concluiu-se que o modelo apresenta limitacGes quando ha alteracdo na concentragdo

celular do iné6culo.

Deve-se levar em conta que 0 modelo cinético de Andrews-Levenspiel ndo considera a
inibicdo por células. Os modelos cinéticos encontrados na literatura (ver Secéo 3.8) incorporam
ao modelo de Monod termos de inibicéo pelo substrato, produto e por células a fim de explicar
0 comportamento experimental observado em novas condicdes de cultivo. O modelo hibrido de
Andrews/Lee—Pollard—Coulman/Levenspiel considera inibi¢do por células, substrato e produto.

No entanto, apresenta dois parametros a mais para serem estimados (“m” e Cx").
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Tabela 9 — Condicdes experimentais e principais resultados das fermentacdes em batelada
alimentada com elevada concentracdo de substrato na alimentacdo e com elevada
concentracdo inicial de células viaveis.

Fermentacdes em Batelada Alimentada com elevadas Csa e Cvxo

Parametros BA9 BA10 BA1l BA12
T (°C) 28 30 32 34

Csa (gs.L ) 308,0 262,6 2342 207,0
Cvxo (gvx.L ) 65,5 Y 64,9 48,7
F(L.h?) 0,146 0,207 0,233 0,280

Yvxs (Qvx.gs™) 0,0444 0,0366 0,0407 0,0361
Yess (ge.gs™) 0,446 0,449 0,440 0,446
Cer (ge.L ) 136,12 116,8 102,1 91,6
Cer (°GL) 17,25 14,8 12,94 11,6
Pe (ge.L2.hY) 5,44 7,73 9,28 10,18
Are (%) 8,8 13,8 13,3 14,0

%V Xi — %V Xt 58,4 - 82,3 58,8 - 70,7 60,0 - 72,2 58,3 - 68,2

2Valores estimados com 90% de confianca (teste t de Student); valores de Yvxs € Yeis Sa0 expressos como média
com desvio padrao; Pe: produtividade volumétrica em etanol; Aee: aumento percentual de produtividade em etanol

em relacdo as fermentagcGes BAS—BAS; %V Xi—%V Xs: valores em porcentagem de células vidveis inicial e final,
respectivamente.

Fonte: acervo pessoal do autor.

O modelo de Andrews-Levenspiel representou a dindmica da fermentacdo alcodlica
para os experimentos com Cvxo=30 g.L?, porém para fermentagdes com Cvxo>30 g.L? o
mesmo ndo apresentou boa previsdo. Para ajustar o modelo de Andrews-Levenspiel aos dados
experimentais com Cvxo>30 g.L* foi necessario uma modificacio dos pardmetros do modelo,
mostrados na Tabela 10.
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Tabela 10 — Novos valores dos parametros cinéticos obtidos no ajuste do modelo aos valores
experimentais das fermentacGes com elevada concentracdo celular inicial.

FermentacOes em Batelada Alimentada com elevada Csa e Cvxo

Parametros BA9 BA10 BA1l BA12
T (°C) 28 30 32 34
umax (1) 0,140 0,150 0,160 0,210
Ks (g.L™) 30 40 60 85
Kis (g.L™Y) 100 100 100 100
Cemax (ge.L™?) 145,0 125,0 108,0 94,8
n(-) 1,00 0,70 0,45 0,28

Fonte: acervo pessoal do autor.

Comparando os valores dos parametros cinéticos utilizados na modelagem das
fermentacdes BA5-BAS8 com os valores apresentados da Tabela 10, observa-se uma variagéo
na faixa de 4,5-18% em pimax, 8,2-84% em Ks, 41,2% em K;s, 1,1-4,9% em Cemax € 12,5-37%
em “n”. Ressalta-se que alguns parametros tiveram maiores varia¢des, como Ks que apresentou
aumento de 84%, enguanto outros parametros apresentaram pequenas variagdes, como Cemax.
Isto acontece por que os parametros do modelo estdo fortemente correlacionados, como pode
ser visto na Equacgéo 24 (modelo de Andrews-Levenspiel).

A Figura 18 (a)—(d) mostra a comparacdo dos valores experimentais (simbolos) e

simulados (linhas) de Cs, Cvx e Ck utilizando os pardmetros cinéticos da Tabela 10.
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Figura 18 — Valores de concentra¢@es simuladas (-) e experimentais (simbolos) de substrato
(Cs), etanol (Ck) e células viaveis (Cvx) ao longo das fermentagcdes em BA com altas
concentracdes de substrato e células do inoculo: (a) BA9, (b) BAL0, (c) BAll e (d) BA12. As

barras verticais representam o desvio padrdo da média para cada ponto.
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Fonte: acervo pessoal do autor.

Portanto, conclui-se que a alteracdo nos parametros cinéticos originais foi suficiente
para 0 ajuste do modelo aos dados experimentais. O reajuste dos parametros pode estar
relacionado a alguns fatores, como o lote de leveduras e/ou inibicdo celular. Os experimentos
B1-B4 e BA1-BA8 foram realizados com um lote de levedura liofilizada, sendo as ultimas
fermentagbes (BA9-BA12) realizadas com outro lote. Provavelmente, a cinética de
crescimento do microrganismo pode apresentar pequenas variages em decorréncia da
diferenga entre lotes. A variagdo nos parametros pode também ser atribuida & inibig&o celular,
ja que foram adicionadas grandes quantidades de massa celular (células totais). Logo, seria
necessario utilizar modelos cinéticos que considerem os trés tipos de inibicdo (substrato, células

e produto), sendo essa uma sugestdo para trabalhos futuros.
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E importante ressaltar que, para fins de aplicacio em larga escala, o0 modelo proposto
no presente estudo deve ser validado utilizando condi¢Ges mais proximas das industriais. A
concentracdo de células iniciais (indculo) utilizada neste estudo é cerca de duas vezes menor
que a empregada no processo industrial. A levedura utilizada encontrava-se em diferentes
condigdes de adaptacdo (néo-stress), pois ndo foi submetida a ciclos repetitivos de reativacéo
como na industria (reciclo celular) e mostos compostos por melago e caldo de cana ndo foram
utilizados. Além disso, o indculo ndo apresentou etanol em sua composi¢édo, enquanto que no

processo industrial o indculo vem da reciclagem com um teor razoavel de etanol (30-40 g.L™).

6. CONCLUSOES

A reducdo da temperatura de fermentagdo permitiu o aumento da concentragdo de
substrato na alimentacdo e, como consequéncia, maior concentracdo de etanol no vinho devido

a0 aumento da resisténcia da levedura ao etanol.

Os pardmetros cinéticos do modelo de Andrews-Levenspiel obtidos a partir de
fermentacdes em batelada com concentragdes iniciais de 180,0 g.L* de substrato, considerando
células viaveis para temperaturas na faixa de 28-34 °C, foram utilizados nas simulacGes de
fermentacdes em batelada alimentada. Os resultados mostraram que o modelo foi capaz de
predizer satisfatoriamente o comportamento das fermentacdes. Os parametros cinéticos foram
utilizados na rotina de otimizagéo de forma a obter vazdes de alimenta¢do que maximizaram a
produtividade das fermentacdes em batelada alimentada, mantendo a concentragéo de substrato
abaixo de 150,0 g.L ™.

A estratégia de otimizagdo proposta para obter vinhos com a maxima concentracao de
etanol possivel para cada condicdo de temperatura, com base no parametro Cemax do modelo
cinético de Andrews-Levenspiel, permitiu obter vinhos com concentragdes finais de etanol de
até 134,7 g.L! (17,1 °GL), o que implicaria em reducdes na geracao de vinhaga e no consumo

de vapor na destilacdo para a recuperacédo do etanol.

Uma modificagdo no modelo cinético de Andrews-Levenspiel foi proposta relacionando
0 pardmetro n a concentragdo final de etanol (Cer), para permitir que o modelo descrevesse o
comportamento das fermentacdes em BA com alta concentracdo de substrato, em temperaturas
na faixa de 28 a 34 °C.
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Fermentacdes realizadas com elevadas concentragdes de substrato e de células viaveis
mostraram que 0 aumento de células no in6culo contribui para 0 aumento da produtividade. No
entanto, 0 modelo com pardmetros originais nao representou o comportamento dindmico do
processo, sendo necessario um reajuste do modelo aos dados experimentais com a estimativa

de novos parametros cinéticos.

7. SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

e Auvaliar 0 uso de outros modelos cinéticos hibridos com inibic&o por substrato, etanol e

células.

e Simular a fermentacdo extrativa com arraste de etanol por CO2 nas temperaturas de 28,

30, 32 e 34 °C, visando o0 aumento da produtividade do processo.

e Validacdo experimental de fermentacdes extrativas com arraste de etanol por CO2 nas
temperaturas de 28, 30, 32 e 34 °C.
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APENDICE |

Pseudocodigo do programa para estimar parametros cinéticos de cultivos em batelada
(implementados no software Scilab)

Inicio

Ler dados experimentais
dados = [t, Cvx, Cs, Cg]

Chamada da funcéo Bat
function [dw]=Bat(t,y)

Cvx =y(1);

Cs=Y(2);

Ce=Yy(3);

u= tmax *Cs/(Ks+Cs+Cs*(Cs/Kis))*(1-Ce/Cemax)™n;

Y xie=Yvxis/Yers;
dCvx= u*Cvx;

dCs=- u*Cvx/ Yvxss;
dCe= u*Cvx/Yx;

dw = [dCvx, dCs, dCkg]

Fim da funcéo

Chute inicial dos parametros a serem estimados
(umax, Ks, Kis, Cemax, N)

Ler parametros do modelo
(Yvxss, Yeis, Csm)

Ler dados de inicializacao do algoritmo de minimizacéo do custo (optmin_ga)
(PopSize, Proba_cross, Proba_mut, NbGen, NbCouples, Log)
ga_params = init_param();
ga_params = add_param(ga_params,"minbound”, [0.1;2;80;0.01;80]);
ga_params = add_param(ga_params,"maxbound", [0.5;80;180;1;100]);
ga_params = add_param(ga_params,"dimension”, 3);

Chamada do pacote de otimizagdo (optmin_ga)
[pop_opt, fobj_pop_opt] = optim_ga(cost, PopSize, NbGen, Proba_mut, Proba_cross, Log, ga_params);



Chamada da funcéo custo
function [Custo]=cost(par)
pmax=par(l1);
Ks=par(2);
Kis=par(3);
Cemax=par(4);
n=par(5);
Chamada do pacote de integracao (ode)
y=ode("'rk",y0,t0,t,10e-6,10e-6, Bat)
E=y’;
02 = sum((E(:,2)/max(dados(:,3))- dados(:,3)/max(dados(:,3)))."2)
03 = sum((E(:,3)/max(dados(:,4))- dados(:,4)/max(dados(:,4)))."2)
Custo=(02+03)
Ler dados para integracéo da EDO
Intervalo de integracao (tempo)
(tO, tf, himp)
Condicdes iniciais do problema
(Cvxo, Cso, Cko)
Fim da integracao
Fim da funcéo custo
Fim da minimizacéo do custo
Impressdo dos resultados (grafico)
plot (argumentos da funcéo)
Impresséao dos parametros estimados
disp ([par(1),par(2),par(3),par(4),par(5),Custo])
Fim
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APENDICE 11

Pseudocodigo do programa para otimizacdo da vazdo de alimentacdo (F) em cultivos
em batelada alimentada (implementados no software Scilab).

Inicio
Chamada da funcéo Fbat
function [dw]=Fbat(t,y)

Cux = y(1);

Cs=Y(2);

Ce=y(@);

V =y(4);

p= pmax *Cs/(Ks+Cs+Cs*(Cs/Kis))*(1-Ce/Cemax)™n;

Y xie=Yvxis/ Yers;
dCvx= (u-F/V)*Cvx;
dCs=(Csm-Cs)*F/V- u*Cvx/ Yvxss;
dCe= u*Cvx/Yxie — CE*FIV;
dV=F;
dw = [dCvx, dCs, dCk, dV]
Restrigdo de alimentagéo

if t > 1.4/F then

F=0.0;

end

Fim da funcéo

Entrada de dados
(umax, Ks, Kis, Cemax, N, Yvxss, Yess, Csm)

Ler dados de inicializa¢ao do algoritmo de otimizacao (optmin_ga)
(PopSize, Proba_cross, Proba_mut, NbGen, NbCouples, Log)
ga_params = init_param();
ga_params = add_param(ga_params,"minbound™,[0.23]);
ga_params = add_param(ga_params,"maxbound",[0.46]);
ga_params = add_param(ga_params,"dimension”,2);

Chamada do pacote de otimizagdo (optmin_ga)
[pop_opt, fobj_pop_opt] = optim_ga(cost, PopSize, NbGen, Proba_mut, Proba_cross, Log, ga_params)



Chamada da funcéo custo
function [Custo]=cost(par)
F=par(1);
Prod=(EtT/t);
Custo= - Prod,
Chamada do pacote de integracéo (ode)
ode("'rk",y0,t0,t,10e-6,10e-6,Fbat)
Condicdes iniciais do problema
(Cvxo, Cso, Cko, Vo)
Fim da integracao
Fim da funcéo custo
Fim da otimizacao
Impresséo dos resultados
disp = ([F, Prod]);

Fim
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APENDICE 111

Ajustes do modelo aos dados experimentais de concentragdo de substrato ao longo do
tempo para as fermentagdes BA5-BAS para diferentes valores do parametro “n” (graficos

obtidos no software Scilab).
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